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Resumo III 
O melanoma é um tumor de origem neuroectodérmica resultante da proliferação e 
transformação maligna dos melanócitos, os quais se originam de precursores da crista 
neural que então migram para a pele e folículos capilares durante o processo de 
embriogênese, e se apresentam como células especializadas que produzem melanina, 
encontradas na camada basal da epiderme e nos folículos do cabelo onde sua homeostase é 
regulada pelos queratinócitos da epiderme. A última década assistiu a grandes avanços em 
aspectos celulares e moleculares do melanoma. As implicações terapêuticas contribuíram 
para o entendimento das vias de regulação nas células tumorais que resultam de complexas 
alterações em múltiplas cascatas de sinalização, controlando a mobilidade, controle do 
crescimento, invasão, metabolismo, liberação de citocinas e capacidade de escapar da 
resposta imune. No presente trabalho, o silenciamento com shRNAi de uma proteína 
reguladora da via de sinalização JAK / STAT denominada SOCS- 1 foi capaz de reverter o 
fenótipo tumorigênico das linhagens de melanoma murino B16F10-Nex2 inibindo a 
progressão e desenvolvimento tumoral e assim, um novo marcador crítico do melanoma 
metastático pode ser estudado de maneira isolada. Nos ensaios in vitro o silenciamento de 
SOCS-1 inibiu o crescimento e regulação do ciclo celular, motilidade e a invasão de 
Matrigel pelas células de melanoma. O ensaio clonogênico demonstrou a participação de 
SOCS-1 como um modulador de resistência ao anoikis. Além disso, o silenciamento de 
SOCS-1 culminou na redução da expressão de receptores tais como receptor do fator de 
crescimento endotelial (EGF), receptor de insulina e fator de crescimento fibroblástico 
(FGF). Nos ensaios in vivo o silenciamento de SOCS-1 inibiu o crescimento tumoral e 
metastático. Coletivamente, estes dados sugerem que o silenciamento da expressão da 
proteína SOCS-1 em células de melanoma é um evento crítico, levando a um perfil não 
tumorigênico. O silenciamento da expressão de SOCS-1 é uma abordagem nova e 
promissora para aumentar os alvos terapêuticos e assim prevenir o desenvolvimento e a 




Melanoma is the most aggressive form of skin cancer and its incidence has 
increased dramatically over the years. The origin of melanoma is neuroectodermal and it 
results from the proliferation and malignant transformation of melanocytes that originate 
from the neural crest and migrate to the skin and hair follicles during embryogenesis. The 
last decade has seen major advances in both cellular and molecular aspects of melanoma 
biology and therapeutic implications. Knowledge on the regulatory pathways involved in 
melanoma development and progression has advanced significantly in recent years. It is 
now recognized that melanoma development is regulated by multiple cascade signaling 
pathways that affect, motility, growth control, invasion, metabolism, cytokine release and 
the ability to escape immune response. Here, we demonstrate a novel signaling mechanism 
whereby silencing of SOCS-1 protein, a negative regulator of Jak/Stat pathway, leads to 
partial reversion of the tumorigenic phenotype of B16F10-Nex2 melanoma cells. SOCS-1 
silencing with small hairpin RNA inhibits in vitro growth by cell cycle regulation and S 
phase arrest, motility inhibition and decreased melanoma cell invasion through Matrigel. 
Clonogenic assay showed that SOCS-1 acted as a modulator of anoikis resistance. 
Additionally, downregulation of SOCS-1 expression decreased the expression of epidermal 
growth factor (EGF), insulin receptor and fibroblast growth factor receptor (FGFR). We 
further demonstrate by in vivo assay that SOCS-1 silencing inhibits tumor growth and 
metastatic spread in the lungs.  Collectively, these data show that silencing of SOCS-1 
protein expression in melanoma cells is a critical event, leading to nontumorigenesis and 








                                                                                                                    
               Introdução 
Câncer: Caracterização e Histórico 
 
O câncer é a denominação do latim cancer, derivado da palavra grega karkinos que 
quer dizer caranguejo, e designa uma doença caracterizada por um conjunto de alterações 
multifatoriais, os quais compartilham um evento em comum, a proliferação e o crescimento 
desordenado de células. O câncer pode ser caracterizado de acordo com o seu potencial de 
agressividade, sendo maligno, quando adquire a capacidade funcional de se espalhar por 
metástases para outras regiões do corpo, e assim, dividem-se mais rapidamente e tornam-se 
incontroláveis, fato este que determina o acúmulo de células cancerosas e colonização total 
de um tecido. Por outro lado, o comportamento de uma massa tumoral com um potencial de 
multiplicação vagarosa e localizada que se assemelha ao seu tecido de origem é 
caracterizado como benigno (Alberts et al.,2005). 
As primeiras descrições do câncer já datam de 1600 a.C, quando os papiros egípcios 
já relatavam processos de diferenciação e remoção de alguns tumores, como os de mama, 
ou de tratamento, como o de útero e estômago. Hipócrates (470-370 a.C) descreveu casos 
de câncer de mama, útero, estômago, pele e boca, e se referia como sendo a causa principal 
do excesso de ‘black bile’, oriunda do baço ou estômago, mas não do fígado, fato este que 
foi sustentado por mais ou menos 200 anos. Galen (138-201 d.C) descrevia o câncer da 
mesma maneira que Hipócrates e durante séculos esta doença foi considerada como “tumor 
contra natureza”. Ainda durante a idade média, não houve mudanças conceituais, e os 
diversos relatos da época mostram que o câncer de útero era o mais freqüente e o câncer de 
mama poderia ser removido através de intervenção cirúrgica. Somente no século XIV, 
durante o início do Renascimento, os olhares voltaram-se para os enfermos em um sentido 
mais amplo, fato este que contribuiu para o exponencial avanço na área médica, 
culminando no desenvolvimento e aprimoramento das especialidades cirúrgicas e anatomia 
patológica, dando ao câncer a uma descrição mais científica. Cria-se então, a necessidade 
da racionalidade científica na compreensão de eventos paliativos, e no século XVIII, na 
França e Inglaterra foram fundados os primeiros hospitais especializados no tratamento do 
câncer. Fatores de risco já começam e ser evidenciados e o primeiro relato pode ser 
evidenciado por Ramazzini, em 1700, o qual associou a maior incidência do 
desenvolvimento de câncer de mama às freiras, e associou este evento ao celibato. John Hill 
(1716-1775) associou o desenvolvimento do câncer vinculado ao tabaco e Percivall Pott 
descreveu em 1775 o primeiro caso de câncer de origem ocupacional, na qual associou aos 
limpadores de chaminés inglesas a maior incidência de câncer de escroto. Outras 
observações e estudos mais aprofundados também contribuíram para o desenvolvimento 
científico do câncer durante o século XVIII e XIX. Entre 1830 e 1840, Stanislas Tachou 
registrou os óbitos ocorridos em Paris, e verificou que o câncer foi responsável por 2.4% do 
total das causas de morte. Os óbitos registrados envolveram 2161 homens e 6957 mulheres 
nos quais os órgãos acometidos foram: útero (33%), mama (13%), fígado (6%), estômago 
(25%), e reto (3%). Entre 1760 e 1839 Domenico Antonio Rigone-Stern registrou os óbitos 
ocorridos na cidade de Verona e mostrou que o câncer era responsável por menos de 1% 
das causas de morte. Sua contribuição foi muito importante, pois nessas evidências já 
iniciam as primeiras associações entre câncer e idade, câncer e processos hormonais, 
relação inversa entre câncer de mama e útero, fatores sazonais, etiologias e sexo (Shimkin, 
1977). Assim, os estudos epidemiológicos descritivos foram utilizados para estudar a 
magnitude do câncer de interesse, segundo as suas diversas localizações, em diferentes 
grupos populacionais, dando uma dimensão global ao problema. 
Ciclo celular e mecanismo de morte celular 
 
O ciclo celular é um mecanismo básico no qual todas as células se reproduzem, 
dando origem a duas células filhas, o que implica na duplicação do DNA genômico. Consta 
de quatro fases seqüenciais muito bem coordenadas e reguladas, sendo: fase G1(“gap1”, 
uma fase de preparo com início após a mitose que se caracteriza pela alta síntese de RNA e 
proteínas); fase S (“síntese”, é a fase onde ocorre a replicação do DNA e ao final desta 
etapa a célula já se comporta com genoma 4n); fase G2 (“gap2”, é o período de preparo e 
crescimento celular, entre a replicação do DNA e divisão celular) e a fase M, período que 
ocorre a divisão celular propriamente dita gerando duas células filhas. As fases “gap” são 
muito mais importantes do que simples espaços de tempo que permitem o crescimento 
celular. Elas são exatamente o tempo preciso para que a célula monitore o ambiente externo 
e interno, assegurando que as condições são favoráveis para que a célula prossiga no ciclo 
celular.  Porém, o ciclo celular não é um evento ao acaso e assim, pontos críticos de 
checagem (“check-points”) controlam a progressão do ciclo G1-S-G2-M. Existe na verdade 
um sistema central de controle com alta adaptabilidade a diferentes condições ambientais e 
tipos de células específicos. Ele recebe, monitora e integra sinais extra-celulares e ainda 
tem a capacidade de deter a progressão do ciclo em determinados pontos. Esta importante 
ação reguladora é realizada através de sinais de retroalimentação negativa (Tyers,2004). 
Existem pontos de checagem durante o ciclo celular em que decisões quanto á progressão 
do ciclo se faz necessária, e um deles, é chamado de ponto de restrição, e ocorre em G1, 
quando as células já adquiriram um comprometimento de replicação do DNA genômico. 
Este evento é de extrema importância para a viabilidade celular, pois mesmo que o estímulo 
para a divisão seja retirado, a célula ainda continua o ciclo celular até o DNA estar todo 
replicado (Alberts, 2005). A passagem pelo ponto de restrição em G1 e progressão 
ordenada dentro do ciclo celular está relacionada com a expressão de uma diversidade de 
ciclinas, proteínas expressas em G1 e com função de ativação da atividade de cdks (Cyclin 
Dependent Kinases), um grupo de serina/treonina quinases citoplasmáticas, as quais 
fosforilam a pRb. Uma vez fosforilada a pRb se dissocia de E2F, uma pequena família de 
fatores de transcrição responsáveis pela indução da expressão de genes essenciais à 
progressão do ciclo celular,  deixando-o ativo. Dentre as cdks, podemos citar a cdk1, cdk2, 
cdk4 e cdk6, e dentre as ciclinas, as mais importantes e mais bem caracterizadas são as 
ciclinas A,B,D e E. Acredita-se que essas proteínas só funcionem quando complexadas com 
as cdks (complexo catalítico). A formação do complexo ciclina D:cdk4/6 no início da G1 
comanda a passagem pelo ponto de restrição, o primeiro momento crítico após o qual a 
célula progride para uma nova etapa do ciclo celular e assim torna-se crucial a formação 
desse complexo para a progressão até metade da G1. A ciclina E: cdk2 parece estar 
envolvida pela transição da fase G1 para S, a ciclina A:cdk2 governa a progressão da fase S 
e a complexação da ciclina E com cdc2 a transição de G2 para M. Além disso, as atividades 
desses complexos podem ser conferidas pela regulação de fosforilação e desfosforilação, 
sendo exemplificados pelo H:ckd7, também chamada de quinase ativadora de cdk ou CAK 
(cdk activator kinase) que fosforila D: cdk4/6 e a desfosforilação da ciclina B:cdc2 na fase 
G2, catalizada pela fosfatase cdc25, permitindo a transição para fase  M (Alberts,2005). 
Outros pontos de checagem do ciclo celular atuam no controle da replicação do DNA, 
quando a replicação foi incorreta ou incompleta. Ocorre uma parada no ciclo celular até que 
os erros sejam reparados ou é induzido mecanismo de morte celular (apoptose), dependente 
de p53 (Pardee, 1989).A apoptose é um mecanismo de morte celular que possibilita um 
equilíbrio no sistema, e ocorre através de um processo fisiológico ou programado. É uma 
forma de morte ativa e é caracterizada principalmente pela contração do citoplasma célular, 
reorganização nuclear, formação de corpos apoptóticos, ativação de endonucleases e 
fragmentação da cromatina. Para sua ativação, ocorre a clivagem de proteínas vitais 
intracelulares, que são matérias primas para um grupo de proteases denominado de 
caspases (cytosolic aspartate- specific cysteine proteases [Rudel & Bokock,1997]). Estas 
enzimas possuem um resíduo de cisteína no sítio ativo, e clivam substratos que possuem 
resíduo de ácido aspártico em seqüências específicas. Permanecem em estado de latência e 
desativadas até que um sinal intracelular específico (físico, químico, hormonal) seja 
disparado, iniciando uma cascata de eventos onde outras caspases são ativadas para 
atividades proteolíticas específicas. Uma gama de estímulos pode induzir a apoptose, tais 
como estresse oxidativo, peróxido de hidrogênio, agentes anti-neoplásicos. Evidências 
atuais sugerem que existem várias rotas distintas para a ativação das caspases, dependendo 
do estímulo que desencadeia o mecanismo de morte. Em geral, duas vias distintas podem 
ser ativadas. A primeira foi citada acima, e a segunda procede através da via de receptores 
de morte, tais como Fas (CD95+ ou Apo-1) e TNF-R1 (receptor do fator de necrose 
tumoral) que recrutam caspases 8-10 para o complexo. Ocorre uma participação 
mitocondrial com alterações na permeabilidade da membrana e liberação de citocromo c 
para o citosol. O citocromo c se liga ao dATP, Apaf-1 e pró caspase 9, formando o 
apoptossomo. A caspase 9 (iniciadora e ativa) pode então clivar caspases efetoras em 
cascata, tais como 2,3,6,7,8 e 10. Portanto, a ativação da caspase 9 mediada pelo citocromo 
c serve como um mecanismo de amplificação de sinais durante o processo apoptótico (Li et 
al., 1997; Slee et al., 2009). As células cancerosas podem crescer desordenadamente devido 
a desequilíbrios associados à proliferação, regulação do ciclo celular e à maquinaria de 
ativação dos mecanismos apoptóticos. Mutações no genoma que resultam em proteínas não 
funcionais pró-apoptóticas ou na expressão exacerbada de proteínas anti-apoptóticas 
formam a base molecular que permite o desenvolvimento de tumores.  
 
Resposta Imunológica a tumores 
 
Nas últimas décadas, a imunologia de tumores tem se tornado uma disciplina 
objetiva na identificação de antígenos específicos tumorais reconhecidos por anticorpos e 
células T. Estes resultados sugerem que o sistema imune naturalmente possui habilidade de 
reconhecer células tumorais e ainda de controlar o crescimento maligno. O reconhecimento 
básico ou “immunosurveillance” permite que alguns tumores iniciais não se desenvolvam 
embora outros, mais agressivos, ultrapassam a capacidade de defesa do organismo, e 
formam o câncer primário e metastático. Os mecanismos básicos representam aqueles da 
imunidade inata mediada por células dendríticas, macrófagos, células NK e NKT, além de 
numerosos mediadores solúveis entre os quais ressaltam as citocinas, em particular o IFN-γ 
(Shankaran et al., 2001).O reconhecimento em tumores de antígenos modificados, 
neoantígenos ou antígenos hiper-expressos, com funcionalidades diferentes das células 
normais, leva a indução de uma resposta immune específica chamada adaptativa (resposta 
celular e humoral, mediada por linfócitos T e linfócitos B, respectivamente). Essa resposta 
efetora induzida contra um determinado tumor em processo de desenvolvimento, não é 
suficiente em grande número de casos devido a um processo de seleção de variantes 
celulares não susceptíveis aos fatores imunes antitumorais produzidos, um mecanismo 
denominado de immune editing, o qual é de fundamental importância no microambiente 
tumoral (Dunn et al.,2004).  
As células dendríticas (CDs) desempenham uma extraordinária capacidade de 
induzir, sustentar e regular a ativação de células do sistema imune e assim coordenar a 
prevenção dos tumores pelos seguintes motivos: os tumores são repletos de antígenos, os 
quais são captados e apresentados pelas CDs através de “cross-priming”; as CDs 
representam um elo importante entre imunidade inata e adaptativa, pois estão associadas a 
respostas efetoras tanto de células NK e NKT como de linfócitos T-CD4+ helper e T-CD8+ 
citotóxicos (Bevan, 2006).  
O papel dos macrófagos na imunidade antitumoral foi bem caracterizado in vitro 
mostrando-se que, quando devidamente ativados, produzem fatores como IFN-γ, óxido 
nítrico (NO), liberação de enzimas lisossômicas, intermediários reativos de oxigênio (ROI) 
e TNF-α. Além disso, foi demonstrado que os mecanismos efetores dos macrófagos 
possuem uma seletividade antitumoral mais eficiente quando comparado a células normais 
(Abbas, 2008).  
Células NK (natural killer) são potentes efetoras do sistema imune inato que estão 
envolvidas principalmente na lise de células tumorais. Sua função citolítica é regulada pelo 
balanço de sinais ativadores e inibitórios, os quais são transmitidos por receptores de 
membrana após a complexação íntima de seus ligantes. Moléculas de MHC classe I são 
capazes de inibir a ligação de células NK à célula alvo. Um dos mecanismos de escape de 
células tumorais é exatamente a não expressão de moléculas de MHC classe I e com isso a 
ausência de apresentação de peptídeos antigênicos a células efetoras T-CD8+ específicos, 
na tentativa do não reconhecimento da célula tumoral por outras células do sistema imune. 
Contudo, isso estimula a reatividade com células NK que são capazes de reconhecer esse 
“silenciamento espontâneo de escape” e ativar o mecanismo de lise (Rankin et al., 2003). 
Alguns tumores expressam determiandos receptores, tais como MICA, MICB e ULB, os 
quais são ligantes para o receptor ativador NKG2D nas células NK. Além disso, as células 
NK podem ser direcionadas para as células revestidas por anticorpos da classe IgG pelos 
receptores Fc (FcRγIII ou CD16). A capacidade tumoricida das células NK é aumentada 
pelas citocinas incluindo interferons, IL-12 e IL-2. Estudos in vitro destacam que células 
NK ativadas por IL-2 (LAK) quando transferidas adotivamente demonstram resultados 
anti-tumorais relevantes (Abbas, 2008). Markel et al. (2002) descreveram uma novo 
mecanismo de inibição da citotoxicidade  das células NK interagindo com uma linhagem de 
melanoma que não expressava moléculas de MHC classe I. Essa inibição era mediada pela 
interação homotípica de CD66a expressa em ambas células NK e de melanoma. 
Uma relação direta entre células dendríticas (DCs) e NK foi estabelecida (Fernandez 
et al., 1999). Em camundongos com tumores MHC classe I-negativos, DCs transferidas 
adotivamente estimularam células NK a exercer efeitos anti-tumor.  Aparentemente um 
contacto célula-célula entre DCs e células NK foi necessário para incrementar nas últimas, 
atividades citolítica e de produção de IFN-γ.   
As células NKT são linfócitos incomuns, pois são células que expressam alguns 
marcadores de células NK (imunidade inata) e tem a capacidade de reconhecer antígenos 
glicolipídicos apresentados por molécula MHC-like denominada CD1 a um receptor de 
células T (TCR) invariante, Vα14Jα281 em camundongos e Vα24JαQ em humanos. Em 
resposta à ligação com o TCR, as células NKT do tipo I produzem citocinas pro - 
inflamatórias de perfil Th1, tais como IFN-γ e IL-2 que auxiliam os mecanismos anti-
tumorais (Smith and Godfrey, 2000). 
A participação da resposta adaptativa mediada pelos linfócitos B e subseqüente 
produção de anticorpos é responsável pelas reações de neutralização Ag-Ab e pelo 
mecanismo de citotoxicidade celular mediada por anticorpos (ADCC). Uma vez que os 
anticorpos se ligam às células tumorais, células como macrófagos e NK são dotadas de 
receptores que reconhecem a porção Fc das imunoglobulinas e assim, medeiam o 
reconhecimento e destruição de células alvo (Staquicini, et al., 2008). Outro mecanismo 
mediado pelos anticorpos é a ativação do sistema complemento (Abbas, 2008). Em nosso 
laboratório, metodologias que visam terapias para o tratamento de melanoma são 
constantemente examinadas, como no caso da obtenção de anticorpos monoclonais contra 
antígenos do melanoma murino B16F10. Em um desses trabalhos, camundongos C57BL/6 
foram imunizados com células do melanoma murino B16F10-Nex4 singênico, obtendo-se 
anticorpos IgG e IgM com atividades anti-tumorais in vitro e in vivo (Dobroff, et.al., 2002; 
Dobroff et al., 2010).  
Em geral, células T CD4+ helper não são dotadas de mecanismos efetores voltados 
para citotoxicidade direta contra os tumores, porém quando as células do tipo Th1 são 
ativadas podem liberar TNF-α e IFN-γ, aumentando a expressão de moléculas de MHC 
classe I e a sensibilidade à lise por CTLs das células tumorais (Abbas et al., 2008). Além 
disso, o IFN-γ produzido por estas células apresenta uma ação direta sobre as células 
tumorais (Rodrigues et al., 2003). As células T CD8+ citotóxicas (CTLs) são as mais 
freqüentemente citadas como principais efetoras da resposta imune específica antitumoral 
(Zhang & Huang, 2008), embora, dependendo do modelo estudado, as outras populações 
celulares do sistema imune tenham participação importante na eliminação das células 
tumorais.  
Estudos demonstram que linfócitos T-CD8+ derivados do infiltrado tumoral, 
expandidos in vitro e transferidos adotivamente, tem a capacidade de melhorar a resposta 
antitumoral em humanos após depleção de linfócitos através de quimioterapia (Rosenberg 
& Dudley, 2004). Foi mostrado também que, após transferência autóloga de linfócitos T 
periféricos geneticamente modificados com vetor retroviral contendo genes de TCRs 
reativos com quatro antígenos associados ao tumor (TAA), altos níveis destes linfócitos 
circulantes foram detectados um ano após o procedimento. Ainda nesse estudo,alguns 
pacientes demonstraram uma regressão das lesões metastáticas de melanoma (Morgan et 
al., 2006). 
Várias características dos antígenos tumorais e das respostas imunológicas aos 
tumores são fundamentais para a compreensão da imunidade tumoral e para o 
desenvolvimento de estratégias de imunoterapia contra o câncer (Abbas et al., 2008). 
Portanto, as alternativas terapêuticas mostram-se de grande importância e diversos tipos 
dessas têm sido testados, sejam elas com células dendríticas, mecanismos mediados por 
anticorpos, transferência adotiva de células, embora nenhuma das estratégias propostas foi 
aprovada para uso em tratamento clínico até o momento (Gray-Schopfer et al., 2007). 
Melanoma, incidência e desafios  
 
O melanoma é um tumor de origem neuroectodérmica resultante da proliferação e 
transformação maligna dos melanócitos, os quais se originam de células precursoras na 
crista neural que então migram para a pele, retina, meninges, mucosas e folículos capilares 
da 12a a 14a semana do processo embriogênico, e se apresentam como células 
especializadas responsáveis pela produção de melanina (utilizando tirosina como 
precursor). Os melanócitos são encontradas na camada basal da epiderme, na retina e nos 
folículos do cabelo, e sua homeostase é regulada pelos queratinócitos da epiderme 
(Slominski et al., 2004).  
Dentre as neoplasias associadas à pele, o melanoma é a que apresenta o pior 
histórico de prognóstico. A associação com o seu alto índice de mortalidade deve-se 
principalmente ao processo de desenvolvimento e progressão acelerado, os quais culminam 
com metástases para diversos órgãos, tais como fígado (Hawes et al., 2001), pulmões 
(Rodolfo et al., 2004), cérebro (Feldman et al., 2004) , ossos (Atallah & Flaherty, 2005), 
ovário (Katz et al., 2005), estômago (McWilliams et al., 2005) pâncreas (Liang et al., 
2006) e intestino delgado( Belagyi et al., 2006). Destaca-se como o quinto tipo de câncer 
mais freqüente nos Estados Unidos, com taxas de incidência e mortalidade crescentes, as 
quais de 1973 a 1994 aumentaram 120,5% e 38,9% respectivamente (Hall et al., 1999). 
Segundo Rigel et al., 1996 neste mesmo País, é o tipo de câncer mais comum entre 
mulheres de 25 a 29 anos e o segundo mais comum entre 30 a 34 anos, depois do câncer de 
mama. 
Segundo a IARC (International Agency for Research Cancer). Em todo o mundo, 
durante todo o ano de 2002, ocorreram 160.000 novos casos de melanoma com 40.000 
óbitos. Na Austrália, em muitos países europeus e na América do Norte houve um aumento 
de 5% ao ano nos casos de melanoma em 40 anos (Thompson et al., 2005). Segundo a 
AIHW (Australian Institute of Health and Welfare), a Austrália foi o País com maior 
incidência mundial de melanoma em homens e o segundo em mulheres. No Brasil, segundo 
as estimativas do INCA para 2008, a incidência foi de um total de 6.120 novos casos de 
melanoma, sendo 2.950 casos entre os homens e 2.970 entre as mulheres. A região com 
maior porcentagem foi a região Sul do País (INCA 2008). Cerca de 90% dos casos de 
melanoma afetam a pele, 5,3%, os olhos 2,2%, apresentam local primário indeterminado e 
1,3% afetam as mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na região de cabeça e pescoço. Os 
melanomas primários da cavidade oral são raros e correspondem a menos de 1,2 casos em 
cada 10 milhões de pessoas por ano, afetando mais comumente o palato, seguido pela 
gengiva, mucosa jugal, lábios e rebordo alveolar (Hicks & Flaitz, 2000). 
A razão do crescimento acelerado do melanoma é, aparentemente, uma soma de 
alterações celulares em diferentes mecanismos que controlam o ciclo celular, por exemplo, 
as mutações em moléculas reguladoras tais como p53, proteína chave responsável pela 
supressão do tumor (Levine, 1999), proteção aumentada contra a apoptose, produção 
excessiva de fatores de crescimento autócrinos e citocinas, como bFGF e MGSA 
“melanoma growth stimulatory activity”, proteases que degradam a matriz extracelular,  
resistência a fatores de inibição exógena, alteração ou aumento na expressão de receptores 
para fatores do crescimento exógeno e/ou fatores de crescimento do melanoma sem função 
autócrina aparente, tais como PDGF A, B e,  TGF-β que podem alterar o crescimento do 
melanoma no microambiente tecidual estimulando fibroblastos normais, células endoteliais 
ou queratinócitos a produzirem fatores de crescimento. Além disso, existe uma intrínseca 
associação de mecanismos de expressão de certos oncogenes e inativação de genes 
supressores. Dentre os genes associados à progressão do melanoma podemos citar aqueles 
que codificam proteínas controladoras do ciclo celular, como p16 (CDKN2A), localizado 
no cromossomo 9p21 e responsável pela expressão das proteínas p16INK4a e p14ARF 
(Walker et al., 1998; Chin et al., 2003). Essa proteína é responsável pela inibição da 
formação de um complexo enzimático denominado DK4/CDK6/ciclina D, essencial para a 
fosforilação da proteína Rb (proteína do retinoblastoma) e subseqüente entrada da célula na 
fase S do ciclo celular. A p14ARF tem como função estabilizar a proteína p53, prevenindo 
sua ação mediada por hMD-2. Na ausência de p14 ARF, a proteína hMD-2 (ligase de 
ubiquitina específica para p53) conduz p53 à degradação pelos proteassomos (Kamijo et 
al., 1998). Outra alteração associada à etiologia do melanoma ocorre no gene CCND1, 
localizado no cromossomo 11q13 e responsável pela expressão da ciclina D1, que atua 
regulando positivamente o ciclo celular (Utikal et al., 2005). Mutações nos genes que 
codificam as proteínas da família ras e as serina/treonina quinases raf, o fator de 
crescimento de hepatócitos (HGF/SF) e seu receptor c-MET, assim como as proteínas 
supressoras tumorais PTEN, p53, p27Kip1 e p21 também já foram descritas em melanomas 
(Chin, 2003; Chudnovsky et al., 2005; Li et al., 2006). Assim, cada etapa do 
desenvolvimento tumoral é marcada por uma gama de variáveis, as quais levam essas 
células a adquirirem um fenótipo altamente adaptativo. É nesse contexto adaptativo que as 
células do melanoma expressam uma variedade de moléculas de adesão e proteínas 
intracelulares que auxiliam na rápida proliferação, aquisição de neovascularização, ou seja, 
angiogênese tumoral através da secreção do VEGF (fator de crescimento endotelial 
vascular) e seus receptores com domínio quinase (VEGFRII/KDR) e tirosina quinase 
(VEGF/F1t-1) (Mc Cormick 1999) e em situações mais avançadas processos de invasão e 
metástase (Hahn e Weiberg, 2002). Cerca de 90% das lesões do melanoma surgem na pele 
(Balch et. al., 1993) e apesar de representar apenas 5% das ocorrências de câncer e pele, o 
melanoma é o mais agressivo de todos os tipos, devido a sua alta capacidade angiogênica e 
metastática.  De acordo com o Modelo de Clark (uma correlação do nível anatômico da 
invasão associada ao nível mitótico), o início e a progressão do melanoma são 
acompanhados por uma série de mudanças histológicas (Figura 1), classificadas em cinco 
diferentes estágios: (1) Nevo, lesão benigna caracterizada pelo agrupamento dos 
melanócitos; (2) Nevo displásico, caracterizado pelo arranjo randômico e descontínuo dos 
melanócitos; (3) Fase de crescimento radial, com proliferação celular intraepidérmica; (4) 
Fase de crescimento vertical, na qual os melanócitos penetram através da membrana basal 
em direção à derme e tecidos subcutâneos; e (5) Metástase, caracterizada pela dispersão do 
melanoma para outras áreas da pele e outros órgãos, tais como fígado, pulmão, ossos e 















Figura 1: Progressão e transformação dos melanócitos. O melanoma é fruto de uma transformação 
maligna dos melanócitos, células especializadas oriundas da crista neural, responsáveis pela produção de 
melanina, as quais migram para a pele durante a embriogênese e em condições normais limitam-se a camada 
basal da epiderme. Existem vários estágios associados ao processo de diferenciação melanocítica, cada qual 
marcada por novos clones celulares com vantagens sobre o crescimento dos tecidos circundantes. Assim, os 
melanomas são classificados histologicamente de acordo com a sua localização e fase de evolução. A. pele 
normal,mostra uma distribuição uniforme dos melanócitos dendríticos na camada basal da epiderme. B. Nevo, 
sendo que nos estágios iniciais os nevos melanocíticos benignos não possuem alteração displásica, e são 
acompanhados pelo aumento do número de melanócitos dendríticos, e de acordo com a sua localização são 
denominados de nevos juncionais, cutâneos ou compostos. Alguns nevos são displásicos morfologicamente 
atípicos aos melanócitos. C. Fase de crescimento radial (RGP) já é considerado o estágio primário maligno, 
pois há um comprometimento funcional dos nevos displásicos com alterações na estrutura e arquitetura 
atípica. D. Fase de crescimento vertical (VGP) já é considerado potencialmente maligno e direciona ao 
melanoma metastático, devido o seu potencial invasivo vascular e linfático (retirado de Schopfer-Gray; 
Wellbrock e Marais, 2007). 
O principal objetivo na terapia do câncer é a erradicação das células cancerígenas 
sem que haja uma injúria dos tecidos normais. Estudos demonstram que as células tumorais 
ou associadas possuem um grande número de moléculas em sua superfície com expressão 
aumentada (Ruoslahti, 2002; St. Croix et.al., 2000), bem como outros fatores, tais como a 
biossíntese alterada e neoantígenos. Metodologias capazes de identificar marcadores ou 
ligantes específicos são necessárias para o desenvolvimento de ferramentas que direcionam 
diretamente às células tumorais (Shadidi et.al., 2003). 
Atualmente, as medidas terapêuticas aprovadas para o melanoma incluem a 
quimioterapia com Dacarbazina, Cisplatina, Carmustina, Paclitaxel e Termozolomida 
(Zitvogel et.al., 2008). A quimioterapia clássica pode ainda ser associada com drogas 
imunoterápicas, tais como Interferon-α (IFN-α) e Interleucina 2 (IL-2). Ambas têm 
demonstrado uma atividade antitumoral em casos avançados de melanoma. Embora o IFN-
α geralmente forneça um excelente controle, somente 10% dos pacientes respondem com a 
regressão do tumor. Entretanto, mesmo com a associação de diversas drogas, o prognóstico 
de sobrevida média ainda é de somente poucos meses (Parmiani et al., 2007).  
A imunoterapia para o melanoma tem se tornado um desafio significante desde a 
primeira tentativa de tratar pacientes com altas doses de IL-12.  Assim, estratégias que 
aumentem a imunidade antitumoral através da vacinação, imunidade do hospedeiro e a 
transferência adotiva de células são procedimentos em investigação. O potencial 
imunoterápico foi primeiramente documentado por William Coley, em 1890, quando 
produtos bacterianos (Coley´s toxins) foram administrados em pacientes que não poderiam 
ser submetidos a cirurgia para remoção de câncer. Esse potencial de imunoterapia foi 
ignorado até boa parte do século XX, quando estudos mais detalhados demonstraram a 
indução de proteção e regressão do melanoma. Em 1980, linfócitos ativados por lectinas e 
IL-2 demonstraram ser alvos de células tumorais in vitro, e citocinas exógenas começaram 
a ganhar um espaço investigativo, posteriormente sendo produzidos em larga escala, a fim 
de serem aplicados em clinical trials para melanoma metastático (Kirkwood e Ernstoff, 
1985).  
O sucesso da imunoterapia para o melanoma confronta-se com algumas variáveis 
inerentes ao tumor, tais como mecanismos de evasão, moléculas relacionadas às vias de 
sinalização e a baixa imunogenicidade, em parte pela tolerância aos antígenos “self” 
compartilhados com células normais. Um aspecto dessa baixa imunogenicidade é o fato de 
que o melanoma tem a capacidade de inibir a maturação de células apresentadoras de 
antígenos, prevenindo a completa ativação de linfócitos T e assim regulando negativamente 
os mecanismos efetores de uma resposta antitumoral efetiva (Kirkwood et.al., 2009). 
Assim, há uma urgente necessidade de novas terapias, as quais num primeiro momento 
quebrem a tolerância inicial imposta pelos processos de seleção e elementos reguladores do 
tumor, promovendo uma resposta antitumoral efetiva e específica contra o melanoma. 
Algumas dessas estratégias já são realizadas atualmente, tais como o tratamento com 
agonistas de TLR9 (toll like receptor 9) e o bloqueio de marcadores celulares que realizam 
papéis fundamentais na regulação de uma resposta imune. Esta estratégia de inibir a 
molécula reguladora para geração de uma resposta antitumoral efetiva foi ensaiada com a 
infusão de anticorpos monoclonais para CTLA-4 (molécula coestimuladora que exerce o 
papel de regular negativamente a ativação e indução de células T) em camundongos, 
aumentando-se a imunidade antitumoral e a regressão do volume tumoral (Shen, et al., 
2004; Menard et al., 2008).  
Em geral, os estudos na área da imunoterapia têm se preocupado em mimetizar 
fenômenos relacionados à imunidade frente aos patógenos, incluindo a captura e o 
processamento de antígenos; apresentação de antígenos através do MHC classe I e II; 
sinalização via PAMP´s (pathogens associated molecular determinants) através de TLR 
(toll-like receptors), incluindo lipopolissacarídeos, dupla fita de DNA contendo regiões não 
metiladas CpG; aquisição da capacidade migratória em direção aos órgãos linfóides e mais 
importante ainda, regulação positiva de receptores coestimuladores e secreção de citocinas. 
Porém, as armas do sistema imune inato e adaptativo para uma resposta efetora e um 
coordenado funcionamento não se baseiam somente na montagem de uma resposta imune 
robusta, mas também incluem alguns mecanismos de controle, o que evita uma resposta 
prolongada e desnecessária, evento que pode acarretar danos celulares e sistêmicos. Assim, 
o sistema imune “desenvolveu” um elaborado sistema de atenuação, o qual exerce a função 
de feedback negativo desses mecanismos, visando o equilíbrio de uma resposta. Cinco 
exemplos clássicos amplamente estudado de moléculas que realizam esse feedback 
negativo são: em células T, as fosfatases CD45 e ubiquitina ligases Cb1/b , as quais 
atenuam a resposta em nível de receptor (TCR); CTLA-4 e PD-1 fornecem sinais 
coestimulatórios negativos em diferentes estágios da ativação de células T e em outras 
células proteínas denominadas SOCS (Supressor of cytokine signaling) (Gilboa, 2004). 
Microambiente e escape tumoral 
 
A relação entre sistema imune e sobrevivência tumoral é um processo dinâmico 
dependente do microambiente. O sistema imune é capaz de conter o estabelecimento de um 
processo tumoral, porém, com o passar do tempo, pressões seletivas tornam as células do 
sistema imune um aliado do desenvolvimento e progressão tumoral. Essa manipulação em 
prol do tumor, baseada na alteração fenotípica e sistêmica de uma resposta é a chave para a 
compreensão dos mecanismos de uma resposta não efetora. 
 Heterogeneidade e plasticidade são características marcantes das células da 
linhagem monocítica-macrofágica. Dependendo do microambiente e em resposta a 
determinadas citocinas, os fagócitos mononucleares podem ter propriedades funcionais 
polarizadas, referidos como M1 e M2. Classicamente, macrófagos ativados M1 são 
induzidos por IFN-γ ou TNF-α. Já citocinas de caráter imunossupressor como IL-4, IL-10 e 
IL-13 induzem uma forma alternativa de macrófagos, denominada M2. O fenótipo dos 
macrófagos M1 caracteriza-se pela alta expressão de IL-12 (high), alta expressão de IL-23 
(high) e baixa expressão de IL-10 (low). São células eficientes na produção de espécies 
reativas de oxigênio e intermediários oxidados de nitrogênio, além de outras citocinas 
inflamatórias tais como IL-1, TNF-α e IL-6. Além disso, os macrófagos M1 são potentes 
indutores e potencializadores das respostas Th1 e contribuem contra progressão primária 
dos tumores. Por outro lado, os macrófagos M2 compartilham um fenótipo IL-12 low, IL-
23 low e IL-10 high, com uma variável capacidade de produzir citocinas inflamatórias. 
Macrófagos M1 e M2 são dotados de um repertório antagônico de padrão e ativação de 
citocinas e em geral, M2 induzem e polarizam o repertório Th2 e assim, promovem o 
estabelecimento e progressão do tumor, reparo e remodelamento tecidual. Nesse contexto, 
em um microambiente tumoral, células de origem mielóide imaturas, presentes nos órgãos 
linfóides e tecidos neoplásicos, assim como os macrófagos associados ao tumor adquirem o 
fenótipo M2 e assim polarizam as reações que favorecem o estabelecimento do tumor assim 
como o desenvolvimento e progressão tumoral, por secretar quimiocinas inflamatórias 
como CCL2, CSF1 e fator de crescimento endotelial vascular A, os quais promovem a 
inflamação, remodelamento tecidual e angiogênese. Estratégias terapêuticas que limitem a 
angiogênese já foram descritas como atenuadores do recrutamento de células com o 
fenótipo M2 no microambiente tumoral (Mantovani et al., 2008). 
Cabe salientar, que mesmo os fatores classicamente antitumorais em um primeiro 
momento e das condições ditadas pelo microambiente tumoral, se comportam de maneira 
ineficaz e pró tumorigênica. Exemplos desse mecanismo são: IL-2 tem a função 
relacionada com a expansão clonal de células T, mas no ambiente tumoral pode se 
comportar também como estímulo pró-apoptótico para células T ativadas; IFN-γ, uma 
citocina primordial de perfil Th1 e com ação antitumoral, pode induzir a expressão de 
ligantes inibitórios para células T e NK, inibição da angiogênese (pela indução de fatores 
de crescimento promotores de metástase mediada por hipóxia) e citotoxicidade mediada por 
radicais livres liberados por macrófagos (inibitórios para células T). Além disso, o tumor é 
capaz de induzir de forma direta ou indireta células T regulatórias (Tregs), as quais 
apresentam um fenótipo CD4+ CD25+ Foxp3+ que bloqueiam e inativam uma resposta 
imune efetora antitumoral, pois desencadeiam um processo de anergia (fator direto) através 
da complexação com receptores CTLA-4 (Yu & Fu, 2006) ou pela secreção de fatores 
solúveis (forma indireta) tais como IL-10, Il-13 e TGF-β (Knutson et al., 2007). Esses 
eventos somados prejudicam a eficiência de uma resposta efetora, pois limitam a ação de 
linfócitos T citotóxicos específicos contra o tumor. Em um ambiente tumoral, os próprios 
mecanismos de resposta são usados como elementos essenciais no processo de 
carcinogênse e aquisição de um fenótipo metastático.Em melanomas, a secreção de TNF-α, 
IL-1, fatores quimioatraentes e de crescimento macrofágico, como CSF1, CCL2 (uma 
quimiocina originalmente descrita como atraente de macrófagos derivados de tumor), ciclo-
oxigenase 2, o principal fator de transcrição inflamatório NF-κB e enzimas relacionadas ao 
remodelamento tecidual auxiliam no caráter maligno associado a este tipo de tumor. (Joyce 
& Pollard, 2009). 
Enquanto de um lado temos macrófagos associados ao tumor promovendo o 
estabelecimento, desenvolvimento e progressão de tumores através da manipulação dos 
mecanismos da imunidade inata, outra população de células essencial para uma resposta 
antitumoral também é requisitada. Células dendríticas, ou células apresentadoras de 
antígenos profissionais, têm a capacidade de modular a imunidade adaptativa, criando um 
elo importante entre ambas as respostas, e são assim capazes de controlar a ativação das 
células B e T, NK e NKT, além de serem capazes de induzir a ativação específica de 
macrófagos M1, contribuindo para uma melhor resposta efetora antitumoral. Assim, 
estrategicamente as células dendríticas residem em todos os tecidos e fornecem um 
equilíbrio na captura, processamento, migração aos órgãos linfóides secundários e 
apresentação de antígenos aos linfócitos específicos. Existem diversas subpopulações de 
células dendríticas com distintas funções, porém as células dendríticas imaturas (não 
ativadas) têm a função de induzir o mecanismo de tolerância imunológica por apresentar 
antígenos próprios a células T, enquanto que células dendríticas maduras desempenham a 
imunidade específica por promover a ativação, proliferação e diferenciação de células T 
efetoras. Observações de diversos estudos clínicos têm notado nos ambientes tumorais, 
infiltrados de células dendríticas imaturas, das quais estão presentes em mais de 90% dos 
tumores de mama e a presença de 60% de células dendríticas maduras, as quais se 
concentram nas áreas peritumorais (Mantovani et al., 2008). 
Subpopulações de células NKT (tipo II) quando ativadas no ambiente tumoral 
também podem desencadear uma resposta de perfil Th2 e assim, citocinas tais como IL-4, 
IL-10, IL-13 e TGF-β também podem ser secretadas, aumentando o potencial de 
imunossupressão das células apresentadoras de antígenos e linfócitos T CD4+ e CD8+ 
(Smith & Godfrey, 2000). Na imunidade adaptativa, as células T CD4+ podem, por 
exemplo, secretar citocinas imunossupressoras e inibir a proliferação de linfócitos T, 
comprometendo a efetividade da resposta antitumoral (Vence et al., 2007). 
Foi demonstrado recentemente na UNONEX que os glicoesfingolipídeos iGb3 
(Galα1-3Galβ1−4Glcβ1−1Cer) e seu precursor iGb4 (GalNAcβ1-3Galα1-
3Galβ1−4Glcβ1−1Cer) presentes no tumor podem ativar in vitro células iNKT, quando 
apresentados por células dendríticas. A transferência passiva de células dendríticas ativadas 
in vitro com os glicoesfingolipideos eliminou o crescimento tumoral in vivo (Dias et al., 
2009). 
Um dos fatores inerentes ao tumor, é que o próprio mecanismo desencadeado no 
microambiente pode subverter a função das células dendríticas, e assim, criar um 
mecanismo de escape de uma resposta imune específica e efetora. Este evento se dá através 
da polarização da maturação celular, através da ativação de sinais de transcrição tais como 
STAT3 e aumento da produção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Estes 
eventos somados não só induzem a prevenção de uma resposta específica, mas também 
induzem a tolerância e promovem a angiogênese. Além disso, diversas citocinas podem 
induzir a supressão de células dendríticas, tais como IL-10 e IL-6 secretadas em alguns 
tumores humanos (Jâger et al., 2001). 
Nosso grupo (UNONEX) também demonstrou em 2008, que a neutralização in vivo 
da IL-13 por terapia gênica, utilizando uma quimera formada pela cadeia α2 de alta 
afinidade do receptor de IL-13 e pela porção Fc de uma IgG murina expressa em um 
plasmideo eucariótico, foi capaz de retardar o desenvolvimento do melanoma murino 
B16F10-Nex2, proteção potencializada por concomitante terapia gênica com IL-12 e 
quimioterapia com um composto ciclopaladado (Hebeler-Barbosa et al., 2008). 
A Figura 2 demonstra exatamente esse complexo mecanismo de manipulação do 
sistema imunológico dirigido pelo tumor, mostrando que o microambiente é rico em 
citocinas e outros mediadores inflamatórios que influenciam na imunossupressão, 













Figura 2: Papel das principais citocinas no microambiente tumoral. Células tumorais podem coexistir 
com células do sistema imunológico: macrófagos associados ao tumor (TAM), linfócitos T regulatórios 
(Treg), células dendríticas (DC) e células mielóides supressoras (MSC). TAM e Treg no microambiente 
tumoral são as principais células que direcionam o padrão de resposta para um perfil Th2, e assim citocinas 
secretadas no meio como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β tem a capacidade de suprimir a resposta anti-tumoral 
liderada em um primeiro momento pelas células NK e linfócitos T CD8+. Essa estratégia de ativação do 
sistema imune em prol do desenvolvimento e progressão tumoral é uma das formas que os tumores 
adquiriram de lidar com as constantes pressões seletivas e assim se desenvolver (Seruga et al., 2008). 
Dentre as alternativas terapêuticas, a imunoterapia baseada em “carregar” células 
dendríticas com peptídeos semelhantes aos apresentados pelas moléculas de HLA classe I e 
II é uma estratégia bastante usada. Além disso, a vacinação com imunomoduladores 
recombinantes (co-estimuladores e citocinas), exossomos, vetores virais, plasmídeos de 
DNA, transfecção de RNA, anticorpos opsonizados em células dendríticas, inibição de 
transdutores de sinais e terapia anti-angiogênica são as mais destacadas (Chudvnovski 
et.al., 2005; Gray-Schopfer et.al., 2007). O conjunto desses “pré-clinical/clinical trials” 
demonstram que o sistema imune é capaz de rejeitar o estabelecimento do tumor. 
Sinalização no melanoma 
 
A compreensão dos fenômenos relacionados aos processos de desenvolvimento e 
progressão dos tumores vem ganhando um destaque inovador e com perspectivas 
promissoras. Há cada ano que passa as estratégias para o tratamento de tumores sólidos 
passam a ser direcionados a alvos oncogênicos específicos e sua ativação influencia na 
cascata intracelular. O Trastuzumab (Herceptin®) um anticorpo monoclonal humanizado 
utilizado no tratamento do câncer de mama liga-se especificamente ao HER-2 (fator de 
crescimento epidermal humano). O ST1571 (Gleevec®) um inibidor de tirosina quinase 
com alvo no produto da expressão gênica alterada de BCR-ABL em pacientes com 
leucemia mielóide crônica, são exemplos de como a compreensão das vias de sinalização 
podem auxiliar no desenvolvimento de ferramentas específicas para futuros tratamentos. O 
entendimento de como proteínas reguladoras dos diversos mecanismos do comportamento 
celular está intimamente ligado, é um desafio para a compreensão das vias de sinalização 
que culminam em ações celulares específicas. A ativação de vias como RAS/RAF/MAPK 
torna-se um crítico componente da proliferação e sobrevivência tumoral, evento que 
também pode ser acompanhado em modelos de melanoma (Colisson, et al., 2003). Durante 
o processo de transformação oncogênica, células de melanoma escapam dos mecanismos 
normais de controle do crescimento e adquirem a capacidade de invadir os tecidos 
adjacentes. Raf é uma serina treonina quinase que tem como uma de suas funções 
dowregular a ação de Ras GTPase. Quando ativada, Raf fosforila MEK que então fosforila 
ERK. Uma vez ativado, ERK fosforila diversos alvos citoplasmáticos e nucleares, os quais 
medeiam diferentes ações celulares. Hoje se sabe que em melanomas, tanto B-Raf quanto a 
proteína Ras estão mutadas em aproximadamente 30% dos melanomas humanos, e assim, 
por ser uma proteína altamente relacionada à regulação da proliferação, sobrevivência e 
diferenciação celular, torna-se um marcador essencial da progressão maligna do melanoma 
humano (Karasarides, et al., 2004). Nos últimos anos cresceu a compreensão do papel de 
ERK e MAPK no melanoma (Gorden, et al., 2003) e a prova deste fato é a preocupação dos 
trabalhos em inibir a via das MAPK e B-Raf. Colisson, et al., 2003 demonstrou que a 
administração oral de uma molécula denominada CI1040, um inibidor de MEK quinase, 
impediu a formação de metástase pulmonar assim como uma regressão do melanoma 
pulmonar em camundongos e Hingorani, et al. (2003) suprimiram a atividade de B-Raf e 
notaram a regressão da transformação do melanoma. 
Outra via de sinalização estudada em modelos de melanoma é a participação da Akt, 
uma proteína que desempenha um importante papel na sinalização do ciclo celular, 
metabolismo, sobrevivência celular e processos associados à angiogênese. Segundo estudos 
liderados por Steelman et al. (2004), essa via está mutada e super expressa em uma 
variedade de tumores, sendo que 40-50% estão relacionados nos modelos de melanoma, 
agindo principalmente no gene PTEN. O produto deste gene codifica uma fosfatase, que 
tem como função primária a degradação de produtos gerados por PI3K, através da 
desfosforilação do fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato e fosfatidilinositol 3,4 bifosfato na 
posição 3. A perda da função da PTEN gera o acúmulo de segundos mensageiros lipídicos, 
evento que aumenta a atividade de fosforilação da Akt, direcionando a uma diminuição da 
apoptose e aumento da sinalização mitogênica (Steelman et.al., 2004). A expressão 
aumentada de Akt tem sido relacionada com pior prognóstico de diversos tipos de tumores, 
incluindo carcinoma gástrico, hepatocelular, cancer de mama e melanoma. O aumento da 
fosforilação de Akt e a progressão de modelos de melanoma foram evidenciados por Dai et 
al. (2005), sendo esse aumento relacionado a 17% expresso em nevos normais, 43% 
expresso em nevos displásicos, 49% expresso em melanoma primário e 77% expresso em 
melanomas metastático. Uma característica marcante da Akt é a interação intracelular com 
outros componentes de vias opostas. No trabalho desenvolvido por Dhawan  et al. (2002) 
os autores evidenciaram a ativação constitutiva de Akt em melanoma regulando 
positivamente a expressão do fator de transcrição NF-κB e este evento está associado com a 
progressão tumoral. Além disso, o efeito de Akt também está relacionado com a progressão 
tumoral por auxiliar a motilidade tumoral e conseqüente a invasão celular e a produção de 
metaloproteases (Kim et al., 2001) e por ser capaz de interferir na evolução da progressão 
do crescimento radial (RGP) para o crescimento vertical (VGP), favorecendo assim um 
possível mecanismo de metástase (Govindarajan, et al., 2007). 
Uma das vias bem estudadas no desenvolvimento de processos tumorigênicos é a 
associação da via Wnt, envolvida na estimulação de vias de transdução de sinal envolvidas 
na proliferação celular, sobrevivência, comportamento e destino celular.  Por mais de 20 
anos, a oncogenia de moléculas Wnt foi observada em uma série de experimentos aleatórios 
provenientes da integração proviral em camundongos. A importância da sinalização de Wnt 
em tumores humanos desde então tem sido reforçada pela identificação de genes que 
codificam componentes da via Wnt, tais como Axina, APC (Adenomatous polyposis coli) e 
β-catenina (Polakis, 2007). Um exemplo clássico da participação dessas proteínas é o 
envolvimento da expressão da Wnt5a em biópsias de melanoma humano e o aumento da 
progressão, motilidade celular e invasão. Nas últimas décadas, outras vias de sinalização 
em modelos tumorais também ganharam atenção especial, como JNK/c - Jun, JNK/ATF2, 
JNK/c - Jun e PKC (Veeman et.al., 2003). 
Vias de sinalização ainda não muito bem descritas no desenvolvimento e progressão 
tumoral referem-se às vias que culminam na secreção de citocinas. As citocinas 
desempenham uma série de funções controlando a sobrevivência celular e proliferação. 
Suas atividades são mediadas por receptores transmembrana que transduzem sinais 
intracelulares através da complexação e ativação de moléculas efetoras citoplasmáticas. A 
duração e a intensidade desses sinais são reguladas pela ação de fosfatases e proteínas que 
induzem a ativação de uma família de inibidores que interferem na sinalização JAK/STAT, 
denominada de supressor of cytokine signalling – SOCS (Star, et al.,1997). 
As proteínas SOCS constituem uma nova família de proteínas que regulam 
negativamente os sinais de transdução de sinal de citocinas, com sete membros (SOCS1- 
SOCS7), cada um com tropismo específico em diferentes vias de sinalização. O primeiro 
membro desta família SOCS-1, também chamada de JAB ou SSI-1 foi clonada em 1997 
(Endo et al. 1997; Naka et al. 1997; Starr et al. 1997). Todos os membros são constituídos 
por um domínio clássico central SH2, um domínio amino-terminal variável (contendo 
região KIR) e um domínio carboxi-terminal conservado de 40 aminoácidos, conhecido 
como SOCS-box, cuja função é o recrutamento de um sistema de ubiquitina transferases, os 
quais interagem com um complexo contendo elonguina B, C, culina-5, RING-box-2 (RBX-
2) e ligase E2, as quais medeiam à degradação protéica via proteassomo. Cada 
representante dessas proteínas é responsável por uma função intracelular específica no 
mecanismo atenuante da sinalização. A figura 3 demonstra a estrutura e função das 











Figura 3: Estrutura e função das proteínas SOCS-1: a) Estrutura da SOCS1. A estrutura de SOCS-1, 
assim como todos os membros dessa família são constituídos por um domínio clássico conservado central 
SH2, um domínio amino-terminal variável (contendo região KIR) e um domínio carboxi-terminal conservado 
de 40 aminoácidos, conhecido como SOCS-box, cuja função é o recrutamento de um sistema de ubiquitina 
transferases, os quais interagem com um complexo contendo elonguina B, C, culina-5, RING-box-2 (RBX-2) 
e ligase E2, as quais medeiam à degradação protéica via proteassomo. Assim, todo o complexo, proteínas 
SOCS-alvo do complexo receptor de citocinas, incluindo Janus quinase (JAK), e as proteínas SOCS-1 são 
direcionadas  para degradação proteossómica. Além do mecanismo de ubiquitinação e subsequente 
degradação de proteínas, tanto SOCS1 e SOCS3 podem inibir a atividade direta da tirosina quinase de JAK 
pois contêm uma região quinase inibitória (KIR) situado em seguida ao domínio SH2 central, que se propõe a 
funcionar como uma pseudosubstrate . SOCS1 inibe a atividade catalítica de Jaks ligando-se o ciclo de 
ativação do domínio catalítico através de KIR e seus domínios SH2. A inibição da atividade quinase por KIR 
é o mecanismo mais importante de supressão SOCS1 e SOCS3, como mutações pontuais nessa região são 
capazes de abolir completamente o efeito inibitório da SOCS1 e SOCS3 sobre a sinalização de citocinas. b) O 
papel do domínio SH2 da SOCS1. SOCS1 podem interagir diretamente com a ativação de JAK kinase, mas 
também tem afinidade com os receptores de  interferon (IFN). Portanto, SOCS1 podem ligar aos receptores de 
IFN primeiro, e então interagir com Jaks.  
A função de SOCS-1 tem sido estudada por se tratar de uma proteína que regula 
negativamente a sinalização de citocinas, tais como IFN-γ, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, fator 
inibitório de leucemia, oncostatina e hormônios de crescimento, em células T e outras 
células. Essa supressão é resultante da intervenção direta na via de sinalização JAK/STAT, 
através da ligação do domínio SH2 (KIR) na alça de ativação de JAK, o qual se liga 
diretamente às tirosinas da quinase Jak2 e assim inibe a atividade das quinases através da 
oclusão do sítio de ligação dos substratos, surgindo assim como um mecanismo de 
feedback negativo dessa via. Assim, a SOCS-1 está relacionada por sua habilidade de 
regular negativamente a regulação de citocinas e a sinalização de fatores de crescimento. 
Outra função desempenhada pela SOCS-1 é a sua capacidade de inibir a atividade 
de KIT (receptores de tirosina quinase). Este mecanismo está associado pela sua habilidade 
em se complexar, através do domínio SH2, em uma região não catalítica denominada de 
“kinase insert” e assim desestabilizar o fator VAV-1 (fator de troca do nucleotídeo 
guanina), um importante oncogene relacionado a diversas desordens hematopoiéticas. Além 
disso, alguns estudos revelam que SOCS-1 forma um complexo multimérico com 
componentes VCB, E3 ubiquitina ligase, elonguina B e C, através da região C-terminal da 
SOCS box. Estes indícios levaram os autores a propor um modelo no qual a SOCS-1 
funciona como uma molécula adaptadora com a função de recrutamento de moléculas tais 
como a VAV, a qual é ubiquitinada e direcionada a degradação via proteassomo (Kamura, 
et al.,1998; Zhang, et al.,1999; De Sepulveda et al.,2000; Tyers & Rottapel, 1999). O 
processo de transformação celular inclui tanto sinais de ativação de oncogenes como a 
supressão de sinais inibidores, que normalmente operam para regular a duração e a 
intensidade dos sinais. O papel de SOCS-1 segundo trabalhos de Rottapel et al. (2002) é o 
de uma molécula reguladora negativa e intimamente associada à inativação de mutações 
que favorecem o desenvolvimento de desordens hematopoiéticas. SOCS-1 pode inibir a 
forma oncogênica de VAV e assim inibir a proliferação induzida pelas formas oncogênicas. 
(De Sepulveda et., al 2000; Rottapel, et al., 2002). Em outro trabalho, os autores revelaram 
que SOCS-1 suprimiam o crescimento tumoral de células transformadas tanto diretamente 
pela via oncogênica como através da inibição do receptor KIT através da fusão protéica 
denominada TEL-JAK2. Esta fusão é resultante da translocação cromossômica de 
t(9;12)(p24; p13) que direciona a justaposição do fator de transcrição TEL com JAK-2. 
Esta translocação foi originalmente encontrada em pacientes com leucemia mielóide 
crônica (CML) e leucemia linfóide aguda (ALL) (Lacronique et al.,1997; Peeters et al., 
1997). O mecanismo de inibição liderado pela SOCS-1 foi distinto entre a inibição de KIT 
e TEL-JAK2, pois a região SH2 foi essencialmente necessária para inibir TEL-JAK2, 
enquanto para KIT este domínio foi dispensado. Além disso, SOCS-1 foi capaz de regular 
diversas vias de sinalização que promovem a proliferação celular de uma variedade de 
linhagens celulares (Rottapel et al., 2002). 
 Diversos trabalhos tentam demonstrar a ação de SOCS-1 em diferentes modelos 
tumorais e diferentes níveis de expressão. Alguns deles demonstram o papel de SOCS-1 
como um produto gênico supressor de tumor. Essa função foi atribuída em estudos 
mostrando que SOCS-1 regulava a sinalização de IL-6 (Lee et al., 2006; Flowers et 
al.,2005). Outros demonstram a participação de SOCS-1 diretamente na malignidade 
tumoral, como é o caso do trabalho de Li et al. (2004). Nesse trabalho os pesquisadores 
demonstraram, utilizando linhagens de melanoma, que os transcritos de SOCS-1 eram 
detectáveis tanto em linhagem normal de melanócitos quanto em linhagens transformadas. 
Porém, a expressão protéica de SOCS-1 só era detectada na linhagem de células 
transformadas. Foi a partir desses dados de expressão aumentada de SOCS-1 em células 
transformadas que tomamos como base para a realização de nosso trabalho. Os autores 
chegaram à conclusão e correlacionaram à expressão de SOCS-1 em células de melanoma 
humano com o aumento do potencial invasivo seguindo o modelo de Clark, ou seja, quanto 
maior o nível de Clark apresentado pelos pacientes (Clark IV e V), maior a concentração de 
SOCS-1 nas amostras in vivo e in situ. Este trabalho foi de fundamental importância, pois 
tornou-se um marcador da progressão tumoral de melanoma humano in situ. Outro trabalho 
que evidencia a participação de SOCS-1 em modelos de melanoma, porém com um 
envolvimento de seu tropismo metastático para o cérebro, é o trabalho publicado por Huang 
et al. (2008). Neste trabalho, os autores detectaram que a expressão de JAK2 foi maior em 
células de melanoma que tiveram metástase para o cérebro do que a expressão de SOCS-1, 
que foi reduzida significativamente. Outro dado importante foi a correlação da expressão de 
SOCS-1 na linhagem celular A375Br (linhagem transformada RNAi para SOCS-1) e 
A375P (wild type),e seu achado foi que a expressão de SOCS-1 que se apresentava em 
concentração reduzida nas linhagens A375Br não foram capazes de reproduzir os efeitos de 
invasão cerebral quando comparada à linhagem original A375P (células de melanoma 
primário). O mecanismo pelo qual SOCS-1 inibiu a metástase para o cérebro pode ser 
atribuído, pelo menos em parte, pela regulação da angiogênese e invasão.  
Outro trabalho que coloca SOCS-1 como um supressor de tumor foi desenvolvido 
por Yoshikawa et al. (2001), que evidenciaram que o silenciamento de SOCS-1 regulou o 
crescimento de carcinoma hepatocelular. 
Como podemos evidenciar, a literatura traz resultados bastante diferenciados sob 
silenciamento de SOCS-1. Porém, o papel do envolvimento das proteínas SOCS-1 na 
sinalização e resistência tumoral ainda permanece um evento não muito bem esclarecido. 
Em relação a uma imunoterapia baseada no aumento de IFN-γ, Takahashi et al. 
(2008) concluíram que o aumento da atividade antiproliferativa dos interferons era mediado 
pelo silenciamento da expressão de genes das proteínas SOCS em células tumorais. 
RNA de interferência (RNAi): Histórico e mecanismo de 
silenciamento. 
 
A revelação de que as moléculas de RNA eram dotadas de uma atividade catalítica, 
em meados dos anos 80, já havia alertado que elas provavelmente desempenhassem 
funções muito mais relevantes do que as de simples mensageiros ou “fábricas de proteínas”. 
Com o passar dos anos, o RNA passa a ser visto de uma maneira mais ampla e sistêmica, 
ou seja, como mediador celular principal para o controle do metabolismo. O início da 
descoberta começou com fatos inusitados e difíceis de explicar, e as primeiras observações 
tiveram plantas como alvo. Em 1990 um grupo de pesquisadores pretendendo produzir 
petúnias com uma cor púrpura mais intensa usou como estratégia a adição de cópias 
adicionais do gene chalcone synthase e sob controle de um forte promotor, envolvido na 
produção de pigmentos de antocianina. Porém, o evento observado foi completamente 
paradoxal e ao invés de observarem uma intensificação da coloração desejada, muitas 
apareceram variegadas e até mesmo totalmente brancas, sem pigmento. Este fenômeno de 
silenciamento gênico em plantas também foi observado em outros organismos e ficou 
conhecido “co-supressão, uma vez que a expressão tanto do gene introduzido (trangene), 
quanto do homólogo endógeno foi suprimida. Esses mecanismos foram descritos por dois 
grupos distintos (van der Krol et al., 1990; Napoli et al., 1990).  
 Em 1995, Guo e colaboradores apresentaram um trabalho analisando o gene 
par-1 de Caenorhabditis elegans (verme nematóide) utilizando a técnica de RNA antisense. 
Nesse trabalho, eles relataram um detalhe intrigante: tanto o RNA antisense como sense 
(controle) levaram ao silenciamento do gene em estudo (Guo e Kemphues, 1995). Por volta 
de 1996 já havia a hipótese que duplas fitas de RNA (dsRNAs) levassem de alguma forma 
ao silenciamento gênico nas petúnias e fungos, idéia essa que soava como nonsense pois 
era difícil imaginar um mecanismo claro pelo qual isso pudesse acontecer. Contudo Fire et 
al. (1998)  (Figura 4) acreditaram nessa hipótese e imaginaram que os experimentos 
liderados por Guo eram paradoxais exatamente devido a uma contaminação das moléculas 
de RNA senso com antisense, gerando dsRNAs que levaram ao silenciamento gênico. O 
que chama a atenção para os experimentos de Fire et al. é o fato da observação atenta e a 
simplicidade com que foram conduzidos. 
 Assim, o papel da molécula de RNA tornou-se imprescindível e uma nova 
ferramenta que anos mais tarde seria essencial na biologia molecular denominada RNA de 
interferência começou a ganhar força e prestígio na comunidade científica. 
Conceitualmente, o RNAi é uma técnica que se aproveita de elementos básicos e 
evolutivamente conservado ao longo das células, pois destaca-se como um mecanismo 
oriundo da própria maquinaria celular, e é inerente aos processos bioquímicos pré-
existentes no organismo, a chamada via de silenciamento gênico pós transcricional (PTGS), 
que se caracteriza como um mecanismo de defesa que atua reconhecendo e degradando 
moléculas estranhas de fita dupla no transcriptoma de uma célula viável. Portanto, a 
estratégia do silenciamento gênico via RNAi é disparado pela introdução de seqüências de 
RNA de dupla fita (dsRNA) cuja seqüência é específica ao RNA mensageiro alvo que será 
degradado (Zamore et al., 2000; Bernstein et al., 2001). 
As funções de determinados genes agora podem ser elucidadas de maneira mais 
minuciosa, bem como uma inter-relação entre diferentes vias celulares pode ser mapeada. 
Muitas vezes, a inativação permanente de determinados genes pela técnica de “animal 
knock-outs” não é satisfatória, pois esta técnica interfere no comportamento e disposição do 
DNA, e se nos deparamos com um alvo gênico que é um elemento essencial para a 
sobrevida do animal, um alvo sistêmico e inter-relacionado, como por exemplo um gene 
que afeta o metabolismo celular ou resposta inflamatória, fica difícil o seu silenciamento, 
pois compromete a integridade dos experimentos. Assim, pela técnica do RNA de 
interferência, podemos silenciar pontualmente um alvo gênico atuando especificamente 
naquele determinado padrão celular, sem comprometer um sistema, pois o mecanismo de 
atuação é pós transcricional. Existem duas maneiras de introduzir o RNAi nas células alvo, 
sendo que o primeiro é diretamente pela transfecção de pequenos RNAi sintéticos (siRNAi) 
os quais possuem um efeito transitório ou então, através da introdução de vetores 
plasmidiais, os quais levam a expressão de RNA dupla fitas em forma de hairpins 
(shRNAi) e são processados pela maquinaria celular através de uma RNA polimerase III 
denominada de DICER, em siRNAi que ativa o complexo RISC (Figura 5) e uma expressão 
estável é constituída. Porém, o uso de vetores plasmidias torna o processo de transfecção 
um evento limitado, devido a sua baixa transfecção. Para aumentar a eficiência da 
transfecção utilizando vetores plamidiais e do silenciamento gênico via shRNAi, o emprego 
de lentivírus tem ganhado espaço na comunidade científica (Matta et al.,2003; Mittal et al., 
2004) e foi a base de nossa construção para o silenciamento contínuo e criação de nossas 



























Figura 4: Paper publicado por Fire et al. em 1998: Principal marco que inicia os estudos voltados ao RNA 
de interferência e o torna uma poderosa ferramenta na biologia molecular para o entendimento das funções 
gênicas. Este trabalho demonstrou os efeitos inesperados da injeção de moléculas dsRNA em C.elegans: os 
dsRNA induziam o silenciamento gênico de maneira específica na qual alguns animais ainda eram dotados de 
alterações no fenótipo. 
Assim, o RNAi tornou-se uma ferramenta robusta, capaz de causar alterações na 
expressão gênica de linhagens estabelecidas ou primárias de determiandos genes.  
O processamento do RNAi é iniciado quando moléculas longas de RNA dupla 
fita(centenas de nucleotídeos) dsRNA (uma fita sense e outra fita antisense) são 
incorporadas pelas células. A fita sense é aquela que possui a região homóloga ao RNA 
mensageiro alvo enquanto a antisense é a sua complementar (Bernstein et al., 2001). Por 
mecanismos evolutivos, toda vez que duplas fitas de RNA são incorporadas pelas células, 
ocorre a ativação e o reconhecimento de uma endoribonuclease denominada de DICER, 
semelhante a RNA polimerase III, que então cliva esta longa fita em pequenos fragmentos 
de RNA identificados em pequenos duplexes de 21 a 25 nucleotídeos, com estrutura 
molecular bem definida, sendo um grupo fosfato na extremidade 5´ e dois nucleotídeos 
“overhanging” na extremidade 3´, conhecidos como siRNA (small interfering RNA) 
(Elbashir et al., 2001). Estes siRNA são incorporados por um complexo denominado RISC 
(RNA-Induced Silencing Complex) o qual tem a função primordial de separar a dupla fita e 
utilizar a antisense como guia para localizar e degradar o RNA mensageiro alvo através de 
um mecanismo do tipo encontro controlado por difusão (diffusion-controlled encounter). 
Ainda, existem evidências que o acesso ao sítio é regulado por uma estrutura secundária do 
próprio RNA alvo, influenciando constantemente a eficiência da clivagem pela RISC. 
(Brown et al.,2005 ; Dykxhoorn et al.,2003,2005; Dorsett et al.,2004). 
Antes da descoberta do RNAi em 1998, havia tecnologias utilizando ácidos 
nucléicos antisense visando a inibição específica. Porém, comparada com outras 
estratégias, tais como antisense, oligonucleotídeos de DNA e ribozimas, o RNAi é muito 
mais potente, pois em menores concentrações suas funções são superiores quando 






 Figura 5: Indução do silenciamento gênico através do RNA de interferência. A figura demonstra as três 
formas de introduzir RNAds nas células; através da transfecção direta de siRNA sintéticos ou através da 
utilização de vetores plasmidiais e virais, os quais expressam shRNAi. Ao entrar na célula são reconhecidos 
por uma endoribonuclease – DICER e processados em siRNA de 21 a 25 nucleotídeos, os quais são 
reconhecidos por um complexo denominado RISC que utiliza e direciona a fita antisense para reconhecer e 
clivar o RNAm alvo. Uma vez clivado, esse RNA mensageiro será degradado pelas RNAses citoplasmáticas 
(Sigma Aldrich). 
Assim, o câncer se caracteriza como uma doença complexa que afeta diversas vias 
celulares, tais como o ciclo celular, sinalização intracelular alterada, reparo de DNA, 
apoptose, respostas a determinados tumores, influência do microambiente, invasão celular e 
metástase. Hoje, contamos com uma gama de ferramentas que auxiliam e direcionam 
nossos estudos da evolução de diversos tumores, dentre as quais destacam-se: modificações 
pós traducionais e alterações na sinalização, sendo as mais intrinsecamente associadas à 
tumorigênese. Recentemente, diversas tecnologias nos permitem estabelecer diferenças 
entre células normais e células tumorais, e assim, contribuem para o conhecimento do 
processo de desenvolvimento de tumores. Estudos direcionados por Landmark têm 
sugerido que as maiores alterações a nível celular resultam de alterações epigenéticas, tais 
como ativação de determinados oncogenes, inativação de genes supressores de tumor, 
receptores de citocinas e receptores de fator de crescimento (Navarro e Esteller, 2008). 
Assim, atualmente nossos estudos estão direcionados para a identificação de marcadores 
associados aos tumores, que em um primeiro momento possam atuar diretamente no 
diagnóstico e prognóstico, além do desenvolvimento de terapias eficazes para minimizar ou 
até mesmo erradicar a instalação e progressão de processos tumorais.  
A Unidade de Oncologia Experimental (UNONEX) visa e têm demonstrado 
alternativas relevantes e promissoras, para o desenvolvimento de terapias que garantem 
uma proteção significativa em modelos de melanoma murino como base para outros 
estudos em tumores humanos. No presente trabalho, utilizamos a metodologia de RNA de 
interferência para silenciarmos a proteína SOCS-1 em células de melanoma B16F10-Nex2 
e assim, avaliar, compreender e caracterizar o envolvimento desta proteína no 










 Geral  
 
 O presente trabalho visa avaliar e caracterizar os efeitos do silenciamento de SOCS-




4.2.1. Obtenção das linhagens celulares de melanoma (B16F10-Nex2) transfectadas e 
selecionadas com os lentivírus contendo o plasmídeo vazio B16pLKO e contendo a 
construção shRNAi SOCS-1 B16 ∆ SOCS-1;  
4.2.2. Silenciar o gene que codifica a proteína SOCS-1 através de shRNAi (RNA de 
interferência) e acompanhar esse silenciamento por RT-PCR (PCR em Tempo Real); e 
Western blotting; 
4.2.3. Avaliação in vitro, para caracterização das células em ensaios de migração celular, 
ensaios de invasão celular (MATRIGEL), ensaio clonogênico, ensaios de proliferação 
celular, análise morfológica (DAPI e faloidina), ciclo celular (PI) e análise da expressão de 
determinados receptores extracelulares e intracelulares resultante do silenciamento de 
SOCS-1 por citometria de fluxo (FACS);  
4.3.4. Avaliação in vivo, da tumorigenicidade de células de melanoma das três linhagens 
B16 wild type, B16 pLKO e B16 ∆ SOCS-1 em camundongos C57/b6, através do modelo 




 Materiais e Métodos 
Animais 
 
 Camundongos C57B/6 machos, com seis a oito semanas, foram obtidos do Centro 
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de 
São Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos em isoladores com água, ração e 
serragem autoclavadas, em biotério a 22 ± 2ºC e umidade de 55 ± 10% controladas. Todos 
os nossos protocolos experimentais seguiram as normas do Comitê de Ética e Pesquisa para 
Experimentação Animal da UNIFESP.  
 Linhagens celulares 
 
 A linhagem tumoral murina foi isolada de um melanoma espontâneo em animais 
C57B/6. Fidler (1975) obteve linhagens gradativamente mais agressivas e invasivas após 
sucessivas passagens in vivo, numerando-as de F1 a F10. A linhagem mais agressiva é a 
B16F10, fornecida pelo Instituto Ludwig de Pesquisas contra o Câncer. Na Unidade de 
Oncologia Experimental (UNONEX) foram selecionadas sublinhagens destas, sendo 
nomeadas de Nex 1 a 6, com diferentes propriedades fenotípicas e apresentando graus 
distintos de agressividade ou virulência. A sub-linhagem B16F10-Nex- 2 é a mais próxima 
da linhagem original, apresentando baixa imunogenicidade e moderada virulência, 
desenvolvendo tumores subcutâneos que não mestastizam para os pulmões, mas capaz de 
formar numerosos nódulos pulmonares quando inoculados pela via endovenosa. 
A linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2 foi cultivada em meio RPMI-1640 
suplementado com 10 mM de HEPES, 24 mM de bicarbonato de sódio, 40 mg/mL de 
gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB), pH 7,4. Para repique das células, foram 
utilizados PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4), 
para lavagem, e PBS/EDTA (PBS com 0,02% de EDTA),  para liberação das células dos 
frascos de cultura.  
A linhagem celular B16F10-Nex2 que não passou pelo processo de transfecção foi 
denominada de B16 wild type, enquanto as linhagens criadas a partir da transfecção com: o 
plasmídeo vazio foi denominada de B16 pLKO e com a construção para o silenciamento de 
SOCS-1 foi denominada de B16 ∆ SOCS-1.  
 Produção de partículas lentivirais contendo construção para 
expressão de shRNAi para SOCS-1 e seqüenciamento.  
 
A fim de silenciar a expressão de SOCS-1 em células de melanoma (B16F10 nex2), 
foi construído um oligonucleotídeo denominado de shRNAi SOCS-1, além da utilização 
controle do plasmídeo vazio denominado de pLKO1 PURO. A construção sense e antisense 
é representado abaixo: 





Este oligonucleotídeo foi clonado no plasmídeo pLKO.1PURO (Zufferi et al., 
1997), sendo a base de nossa construção para shRNAi SOCS-1. O plasmídeo vazio também 
foi utilizado como controle. Para a síntese das partículas virais foi necessária a transfecção 
em células HEK-293 (células humanas de rim) através de um mix de plasmídeos, cada qual 
dando origem a uma particularidade estrutural das partículas virais. Assim, 1µg de pLKO 
PURO total contendo a construção SOCS-1, 750 ng de psPAX (plasmídeo responsável pelo 
empacotamento), 250 ng de pMD2G (plasmídeo responsável pelo envelope viral) e 7x105 
de HEK-293 em uma placa de 12 poços, tendo uma confluência de 60 á 80% . Os 
plasmídeos para uso em nossos experimentos foram adquiridos da Addgene®. Para 
expansão plasmidial, bactérias E.coli DH5α foram transformadas por choque térmico com 
os vetores produzidos, os quais foram purificados pelo método de mini-preparação ou 
maxi-preparação alcalina (mini e maxiprep). A construção do shRNAi proposta foi 
seqüenciada no plasmídeo pLKO.1 PURO, e o seqüenciamento foi realizado no Centro de 
Estudos do Genoma Humano através de 350 ng/µL de amostra (plasmídeo + inserto) 
utilizando o MegaBACE1000 (GE Healthcare). As reações de seqüenciamento foram 
realizadas de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET 
Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) código US81090. As 
seqüencias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o ‘Base Caller 
Cimarron 3.12.’ 
 Transfecção de células de melanoma B16F10-Nex2 com os vetores 
virais e obtenção dos clones B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
As células de melanoma murino B16F10 nex2 foram transfectadas utilizando as 
seguintes construções: partículas virais contendo o plasmídeo vazio (pLKO1) e partículas 
virais contendo a construção shRNAi SOCS-1, que tem como alvo  a proteína SOCS-1. 
Neste ensaio, as células B16F10 nex2 foram cultivadas em placas de 24 poços até atingir a 
confluência de 80%. Posteriormente, o meio foi aspirado completamente e adicionado aos 
poços 100 µL do sobrenadante obtido da cultura das células empacotadas (produto da 
produção lentiviral das HEK-293) diluídos na razão 1:1 com o meio completo contendo 10 
µg/mL de FUGENE® para um volume final de 200 µL, e assim, uma carga viral suficiente 
para a transfecção (MOI-Multiplicity of Infection) foi introduzida nessas células de 
melanoma (B16F10 nex2). No período de 12 a 16 horas as partículas virais ficaram em 
contato com as células B16F10-Nex2 em estufa a 37°C e após esse período, as células 
foram lavadas. O processo de seleção das células transfectadas e contendo os insertos foi 
baseado no tratamento das células com um antibiótico que o plasmídeo carrega, o gene de 
resistência-Puromicina. Uma curva de puromicina foi realizada em células normais (sem 
transfecção) e a concentração de 5 µg/mL foi a concentração ideal, capaz de destruir todas 
as células sem a expressão dos plasmídeos. Assim, essa concentração foi a chave para o 
processo de seleção contendo a nossa construção. Portanto, as células que se apresentaram 
viáveis à concentração de 5µg/mL durante 5 dias com puromicina foram caracterizadas 
como as células que contém os plasmídeos efetores, e assim, foi dado a continuidade e a 
realização deste trabalho. Um segundo tratamento com puromicina foi realizado, a fim de 
estarmos certos de que as células realmente expressavam os plasmídeos e 
conseqüentemente a nossa construção.  















Figura 6: A construção foi desenhada para a expressão de shRNAi, cuja seqüência foi complementar ao 
mRNA do gene SOCS-1, o que nos possibilitou ativar os diversos mecanismos intrinsecamente relacionados 
aos mecanismos de ativação do processo de silenciamento gênico. O shRNAi representado acima contém 
regiões sense e antisense separados pelo loop (alça). O vetor viral pLKO1 PURO possui o gene de resistência 
á puromicina, controlado pelo promotor PGK para a seleção dos clones celulares. Esta construção também 
possui gene de resistência para a ampicilina (AMP) e a origem de replicação (pUC Ori), evento que nos 
possibilitou a expansão plasmidial em bactérias DH5α. Os cassetes de expressão da puromicina (PURO) e do 
shRNAi são flanqueados pelas regiões terminais repetidas (LTR) do HIV, o que permite a total integração no 
genoma da célula. Essa particularidade tornou o efeito do silenciamento uma forma constitutiva e não 
transiente em nossas células contendo a construção shRNAi SOCS-1. A região 3´LTR possui uma 
modificação, evento que impede sua auto inativação após a integração (SIN), ou seja, impede a replicação 
viral na célula. A construção também possui um sinal de empacotamento de RNA , elemento de transporte 
constitutivo (trato central de polipurina) (cppt) e elemento de resposta reversa (RRE) que aumentam a eficácia 
da transfecção. 
 Ensaio de formação de colônias das linhagens B16 pLKO e B16 Δ 
SOCS-1. 
 
Neste ensaio, as células selecionadas previamente com puromicina foram 
transferidas para garrafas de 25 cm2 em um número de (50-100 células) para cultivo de 4 a 
5 semanas. Após este período, as colônias com mais de 20 células foram submetidas a 
contagem em um microscópio óptico com aumento de 100 X e 200 X 
  Extração RNAm das linhagens de B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ 
SOCS-1 e síntese de cDNA pelo método da Transcriptase Reversa 
(RT) 
 
A extração do mRNA das células de melanoma controle e silenciadas pelo shRNAi 
foi realizada através da metodologia do TRIZOL (Invitrogen), seguindo as instruções do 
fabricante. A síntese de DNA complementar (cDNA) foi feita com 1µg de RNA total para 
utilização da transcriptase reversa. A reação foi realizada no volume final de 20µL na 
presença dos seguintes reagentes: 1µL de dNTPs mix 10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 
4µL de tampão de reação 5X (Tris-HCL 50mM, KCL 75mM e MgCl2 3mM), 2µL de DTT 
100mM, 1µL de inibidor de RNAse (RNAse OUT, Invitrogen), 40U/µL, 1µL do primer 
OLIGO dT 0,5µg/µL, 1µL da enzima transcriptase reversa SuperScript II (GibcoBRL). As 
etapas da reação de transcrição foram às seguintes: 1- Desnaturação 65ºC por 5 minutos; 2- 
Síntese a 42ºC por 60 minutos; 3- Reação de inativação da transcriptase reversa 70ºC por 
15 minutos. Posteriormente, as amostras serão dosadas por espectrofotometria (razão 
260/280) e tratadas com DNAseI (Quiagen) durante 15 minutos a 37ºC, afim de evitar 
contaminação de DNA para assim realizarmos posteriormente a amplificação deste cDNA. 
Análise da expressão gênica de SOCS-1 em Tempo Real (RT-PCR) nos 
transcritos de B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
Para a análise quantitativa de nossos transcritos o cDNA foi submetido ao Real 
Time por uma técnica de PCE multiplex denominada de “Taqman Tecnology”, padronizada 
pela Apllied Biosystem através do equipamento ABI Prism 7700. Nesse ensaio, a primeira 
fita do cDNA foi amplificada em 25 µL de reação contendo 12,5 µL de Taqman, 2X 
mistura de “master mix”, primers específicos para o gene desejado (900 nM cada) e probes 
(200 nM). A etapa de amplificação foi a seguinte: 1- desnaturação a 95°C durante 10 
minutos, a qual ativa a enzima AmpliTaq Gold; 2- 40 ciclos a 95°C 15 segundos 
(desnaturação) e 60°C durante 1 minuto (anelamento). Em seguida, a fluorescência foi lida 
no detector ABI Prism 7700 Sequence Detector. Através dos valores da fluorescência 
obtivemos o Ct (threshold cycle), isto é, o ciclo no qual a quantidade de produto formado 
corresponde a concentração inicial das fitas moldes (RNAm/cDNA) amplificados pela 
reação. Os valores de Ct de cada amostra foram normalizados através do método da curva 
padrão, utilizando os resultados da expressão do gene HPRT (Hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase), uma enzima essencial para a sobrevida das células por estar 
relacionada aos processos inerentes ao metabolismo celular, e por isso, sua expressão é 
constitutiva. Para a construção da curva, realizou-se a diluição 1X 1/3, 1/27 e 1/81 das 
amostras positivas de cDNA do gene de interesse. 
Os primers usados no ensaio da amplificação para o gene da proteína SOCS-1 foram 










Detecção da proteína SOCS-1 através de Western Blotting nas 
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
Para avaliar o silenciamento da expressão de SOCS-1, Western blotting foi 
realizado, iniciando-se pelo método de extração protéica em conjunto com a extração de 
RNA pelo método de TRIZOL, na qual foi adicionado o passo de lavagem com guanidina 
em etanol 95% e SDS 1%, sendo que as proteínas são posteriormente precipitadas com 
isopropanol overnight. A massa protéica (30µg) foi fervida com tampão contendo agente 
redutor β-mercaptoetanol e posteriormente separada em gel de 10% SDS-PAGE. Em 
seguida, utilizou-se a transferência eletroforética para uma membrana de nitrocelulose 0,2 
µm (Amersham Bioscience). O bloqueio com leite Molico 5% e as etapas de lavagem 
foram realizadas, e as membranas incubadas com 3µg/mL de anticorpos monoclonais anti-
SOCS-1 mouse (Invitrogen). Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos 
secundários anti estreptavidina-peroxidase (Sigma Aldrich) e reveladas com DAB (Sigma 
Aldrich). 
Ensaios de migração celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO 
e B16 Δ SOCS-1. 
 
As linhagens foram distribuídas em placas de cultura de 6 poços, na concentração 
de 5x105/poço e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, foram retiradas 
da estufa, trocado o meio de cultura, lavadas com solução PBS 1X e com o auxílio de uma 
ponteira de 1000 µL, um “risco” no meio da placa foi realizado. Imagens desse momento 
(momento 0) foram capturadas em triplicata e comparadas com imagens realizadas 24 horas 
após. O diâmetro do encontro das células do tempo zero (0 horas) e após vinte e quatro (24 
horas) foram aferidos, em dez diferentes pontos, e transformados em porcentagem de 
migração.  
 Ensaio de invasão celular utilizando transwell – MATRIGEL com as 
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
Células (5x103) de cada linhagem foram adicionadas em transwell (MATRIGEL) e 
SFB na base da placa. As células que ultrapassaram a membrana do transwell em direção 
ao SFB foram consideradas células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. As 
células que invadiram a matriz foram coradas por GIEMSA e contadas em microscópio 
óptico 100X em cinco diferentes campos, os quais foram realizados em triplicata. 
Ensaio clonogênico das linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ 
SOCS-1. 
 
A capacidade de determinadas populações de células tumorais de crescer em 
substrato sólido e assim formarem clones (colônias), indica o seu potencial tumorigênico. A 
fim de avaliar se o efeito do silenciamento de SOCS-1 em células B16F10-Nex2 afetou 
esse potencial, 5x103 células de cada linhagem foram plaqueadas em meio de agarose 1%, 
diluído em RPMI e acrescido de 20% de SFB. Trinta dias após esse plaqueamento 
avaliamos o efeito do silenciamento e comparamos com células B16 wild type quanto a 
formação de colônias, através da contagem desses clones em microscópio óptico. 
 Ensaio de proliferação celular das linhagens B16 wild type, B16 
pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
A fim de avaliar se o efeito do silenciamento afeta diretamente o crescimento das 
células tumorais, 5x104 células de cada linhagem foram plaqueadas em diferentes placas de 
Petri, por 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, ressuspendidas e contadas (20µL) em câmara de 
Neuwbauer. A contagem foi realizada em triplicata e o azul de Trypan foi usado para 
detectar as células viáveis. 
Análise morfológica das linhagens B16F10 wild type, B16 pLKO e 
B16 Δ SOCS-1, utilizando DAPI e FALOIDINA. 
 
Para este experimento, 2x104 células das três linhagens foram plaqueadas em 
lamínulas redondas esterilizadas (Fisher Scientific Co.,  Pittsburgh,  PA) e inseridas em 
placas de 24 poços contendo meio RPMI e suplementado com 10% de SFB até atingir a 
confluência de 80%. Após o tempo de incubação as lamínulas foram lavadas com PBS 1X e 
fixadas com paraformaldeído gelado 2% (Sigma) durante 30 minutos. As lamínulas foram 
novamente lavadas e permeabilizadas com PBS 0.1% Triton durante 40 minutos. As células 
foram novamente lavadas com PBS 1X e incubadas com Faloidina-TRICT na concentração 
1:1000 (Invitrogen) e 1mg/mL de DAPI (Invitrogen) diluído em PBS por 1 hora. As 
lamínulas foram posteriormente retiradas e ancoradas em lâminas na presença de 4µL de 
vectashield (Sigma) e a morfologia celular evidenciando o citoplasma e a área nuclear foi 
observada em microscópio de fluorescência na objetiva de 60X com óleo de imersão. DAPI 
(azul) foi observado no comprimento de onda de excitação 350 nm e 470 nm e FITC 
(vermelho) observados em comprimento de onda de excitação de 490 nm e emissão de 520 
nm. Para faloidina-TRICT (actina vermelha) foi usado um filtro de excitação de 
comprimento de onda 580 nm e emissão 620 nm. A área nuclear das células foi calculada 
utilizando o diâmetro das células e a fórmula: S=pi.d/2.D/2, d=diâmetro menor; D= 
diâmetro maior. 
 Avaliação do ciclo celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e 
B16 Δ SOCS-1 através da citometria de fluxo ( FACS). 
 
As linhagens celulares B16 pLKO, B16 wild type e B16 ∆SOCS-1 (106) em 
suspensão foram fixadas e tratadas com 2 % PBS e submetidas a centrifugação por 15 
minutos a 4°C. As células foram lavadas três vezes com PBS e ressuspendidas com 1mL de 
etanol gelado por 1 hora. Após a lavagem com PBS as células foram ressuspendidas em 
solução DNA staining (2.5 µg/mL iodeto de propídio (PI) e 0.5 mg/mL RNase A em  PBS) 
e detectadas por citometria de fluxo para avaliação do ciclo celular (FACScan flow 
cytometer - BD Biosciences). Os dados foram analisados pelo software CellQuest (Becton 
Dickinson, San Jose, CA).  
 Avaliação da expressão de determiandos receptores intracelulares 
e extracelulares nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ 
SOCS-1 por citometria de fluxo (FACS). 
 
As linhagens B16 pLKO, B16 wild type e B16 ∆ SOCS-1 (106) em suspensão foram 
fixadas e tratadas com PBS contendo 1% de paraformaldeído, 0,5%  de saponina, 1% BSA 
e 1% soro de camundongo for 20 minutos a 4° C. Células foram lavadas em solução A 
(PBS containing 0,5% saponina, 1% BSA  e 1% soro de camundongo) e incubadas na 
mesma solução com os anticorpos específicos para captura de: Porção α do receptor de 
insulina, porção β do receptor de insulina, EGFR, p-EGFR, FGFR-3,FGFR-4 and FGFR-5 
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) por 1 hora a 4°C e lavados novamente e incubados 
com um α-Ig de coelho conugado com fluorocromo (phycoerythrin) por 1 hora a 4°C. As 
células foram lavadas mais duas vezes com a solução A e fixadas com 0.4% de 
paraformaldeído. A fluorescência foi mensurada  através do FACScan flow cytometer (BD 
Biosciences), e os dados foram analisados pelo software FlowJo (TriStar).  
 Ensaios in vivo 
 Modelo subcutâneo 
 
A fim de induzir formação de um tumor, e comparar o papel in vivo do 
silenciamento de SOCS-1 em células tumorais, os camundongos machos C57B/6 foram 
desafiados pela via subcutânea contendo 5x104 células de cada linhagem. Quinze dias após 
o desafio, os camundongos foram acompanhados em dias alternados e seus respectivos 
volumes tumorais foram aferidos. O volume tumoral máximo permitido foi de 3.000 mm3. 
O número de camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais no total, 
sendo 6 animais para cada uma das 3 diferentes linhagens, B16 wild type,  B16pLKO e 
B16∆SOCS-1. 
 Curva de sobrevida 
 
A curva de sobrevida foi utilizada para determinar o potencial de um determinado 
agente em promover a morte e/ou proliferação celular. Os camundongos acima foram 
desafiados com as 3 linhagens célulares e também serviram como parte de um controle de 
curva de sobrevida.  
 Modelo Metastático (Modelo endovenoso) 
 
 Para avaliar se o silenciamento de SOCS-1 em células de melanoma murino afeta a 
capacidade de colonização pulmonar, o modelo utilizado seguiu os seguintes passos: 
Inicialmente as células foram plaqueadas em garrafas de cultura 75 cm2, cultivadas em 
meio RPMI e condicionadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 até atingirem a confluência 
máxima. A fim de retirar todo o conteúdo de soro fetal bovino (SFB) e evitar uma possível 
resposta inespecífica, as células foram lavadas três vezes com solução salina (PBS 1X) e 
repicadas utilizando PBS/EDTA e ressuspendidas em meio RPMI na ausência de SFB. 
5x105 Células de todas as linhagens foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos 
camundongos de seis a oito semanas. Quinze dias após esse desafio, os camundongos 
foram sacrificados para que a contagem de nódulos pulmonares fosse realizada e a pesagem 
dos mesmos. O número de camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais 
no total, sendo 6 animais de 3 diferentes grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 ∆ SOCS-
1. 
Análises estatísticas 
Os dados aqui apresentados como média +/- erro padrão, foram comparados entre si 
pelo teste T ou por análise de variância (ANOVA) e quando conveniente, utilizamos o 
software Instat versão 3.05 (GraphPad, San Diego , CA).  
As análises do Real Time PCR foram submetidas à análise pelo REST e ambos os 
























Análise da expressão gênica de SOCS-1 em Tempo Real (RT-PCR) nos 
transcritos de B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
O primeiro parâmetro molecular a ser avaliado quando silenciamos um alvo gênico 
é evidenciar o efeito de seu silenciamento via expressão do “fator mensagem”, ou seja, a 
relação da expressão de mRNA total com o mRNA alvo em amostras de RNA. Com o 
intuito de estabelecer padrões de expressão relativa e correlação com o seu possível 
potencial de malignidade dos transcritos de SOCS-1, quantificamos a expressão dos 
transcritos em nossas linhagens. 
A expressão dos transcritos de SOCS-1 nas linhagens B16 pLKO e B16 ∆SOCS-1 
tomaram como base a expressão relativa (1) com o controle B16F10-Nex2, e assim essa 
comparação nos rendeu o nível de silenciamento gênico comparado ao controle. O nível de 
expressão dos transcritos foi normalizado com a expressão do controle endógeno do HPRT 
(hypoxantine guanine phosphoribosyltransferase), um gene que codifica uma enzima 
essencial no metabolismo celular das purinas, e assim, é expresso constitutivamente. 
Como controle para a expressão do silenciamento específico, utilizamos a 
construção de um lentivírus contendo o plasmídeo vazio, ou seja, ausência da construção 
(B16 pLKO). A figura 1 revela a expressão dos transcritos de SOCS-1 nas linhagens B16 
pLKO e B16 ∆ SOCS-1. Assim, como podemos evidenciar a linhagem que foi transfectada 
com a construção contendo o plasmídeo vazio e originando a linhagem B16 pLKO (barra 
branca) não sofreu nenhum tipo de alteração na expressão do transcrito de SOCS-1, quando 
comparado e normalizado com a linhagem controle B16 wild type (barra preta). Já a 
construção que visava o silenciamento permanente e específico dos transcritos de SOCS-1 
(shRNAi SOCS-1) foi transfectada e a linhagem B16∆ SOCS-1 foi criada. Como podemos 
evidenciar, houve o silenciamento de 83% quando comparado e normalizado com o 
























Figura 7: Análise da expressão relativa dos transcritos de SOCS-1 em linhagens B16 pLKO e B16 ∆ 
SOCS-1. Expressão dos transcritos do gene SOCS-1 nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 ∆ 
SOCS-1 por RT-PCR em tempo real. O cDNA foi obtido através da reação de transcrição reversa do mRNA 
total de amostras extraídas pelo método TRIZOL® e amplificado por primers específicos. A leitura da reação 
foi realizada através do equipamento ABI PRISM 7700. Os resultados da expressão dos transcritos de SOCS-
1 foram normalizados em relação à expressão do controle endógeno do gene HPRT. O resultado foi expresso 
como média dos valores obtidos em três experimentos independentes e o valor de p < 0.05. Barras brancas 
representam as linhagens que sofreram a transfecção do sistema de shRNAi, representado pelo pLKO e B16 
∆SOCS-1 respectivamente. Barras pretas representam a expressão do controle B16 wild type assumindo o 
valor (1 ou 100%) como total, e a partir dessa expressão, foram normalizados com a expressão de HPRT e o 
efeito do silenciamento foi indicado. A linhagem transfectada com a construção do plasmídeo vazio (B16 
pLKO) não sofreu nenhum tipo de silenciamento aleatório, a linhagem que foi transfectada com o shRNAi 
específico para o silenciamento de SOCS-1 ( B16 ∆ SOCS-1 ) foi específico, e a razão de silenciamento foi de 
83%  
 
A redução significativa da expressão dos transcritos de SOCS-1 permitiu a 
avaliação do papel dessa proteína na fisiologia das células e  seu potencial envolvimento na 
malignidade. 
Detecção da proteína SOCS-1 através de Western Blotting nas 
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
Para darmos continuidade à caracterização celular e envolvimento da SOCS-1 no 
processo tumorigênico em nossas linhagens, o próximo passo foi a constatação de que a 
proteína, ou seja, o produto final, estaria realmente silenciado, em paralelo ao silenciamento 
de 83% da expressão dos transcritos de SOCS-1. Assim, 30 µg de proteína total foram 
analisadas em Western Blotting. Para normalizar a concentração de proteínas, todas as 
amostras protéicas das linhagens celulares foram purificadas e ensaiadas por Bradford, bem 
como dosadas em espectrofotômetro e a concentração foi calculada a partir do controle de 
albumina utilizado na reação. 
A proteína SOCS-1 foi detectada com um peso molecular de 25 kDa. A formação de 
dímeros e outros complexos que possivelmente poderiam estar envolvidos com a SOCS-1 
foram descartados, pois na reação utilizamos um tampão com agentes desnaturantes e 
redutores como β-mercaptoetanol, SDS, DTT, além da fervura das amostras por cinco 
minutos. Como é mostrado na Figura 8, a concentração de SOCS-1 foi menor após 
silenciamento, em comparação com as demais linhagens, condizente com os dados obtidos 
no Real Time PCR. Nas linhagens B16 wild type e B16 pLKO, não houve alteração dos 










Figura 8: Detecção da proteína SOCS-1 nas linhagens celulares. Proteina total (30µg) foi fervida em 
tampão de amostra contendo β-mercaptoetanol e posteriormente corrida em gel de 10% SDS-PAGE. As 
proteinas foram então transferidas para membrana de nitrocelulose 0,2 µm (Amersham Bioscience). O 
bloqueio e as etapas de lavagem foram feitas confrome Material e Métodos e as membranas incubadas com 
3µg/mL de anticorpos monoclonais anti-mSOCS-1 (Invitrogen). Em seguida, as membranas foram incubadas 
com anticorpos secundários anti estreptavidina-peroxidase (3µg/mL)  
Os dados do silenciamento da expressão dos transcritos mRNA para SOCS-1 
concordaram então com  menor expressão protéica de SOCS-1  nas células  B16 ∆ SOCS-1 
Ensaio de proliferação celular das linhagens B16 wild type, B16 
pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
A fim de avaliar o efeito do silenciamento e o envolvimento da proteína SOCS-1 no 
crescimento tumoral, 5x104 células de cada linhagem foram plaqueadas em placas de Petri, 
ressuspendidas e contadas em triplicata em diferentes períodos de tempo. A figura 9 traz o 
número de células viáveis (x104), representadas no ensaio de curva de crescimento. Como 
podemos evidenciar, as três linhagens celulares em questão se comportam em equilíbrio até 
o perído de 48 horas, indicando que até esse momento as células apresentam a mesma 
cinética de crescimento celular, aproveitando todos os recursos intracelulares de replicação. 
A linhagem celular B16∆SOCS-1 não foi capaz, no entanto, de acompanhar a cinética de 
crescimento das demais linhagens no período posterior a 48 horas. As linhagens B16 pLKO 
e B16 wild type continuaram na mesma cinética de crescimento até o período de 120 horas. 
Essa observação colocou a linhagem B16 ∆ SOCS-1 em cheque, sendo uma forte evidência 
do envolvimento de SOCS-1 em alguma via de sinalização que regula o crescimento 
exponencial de células.   
 
Figura 9: Ensaio de crescimento celular das linhagens. 5x104 Células de cada linhagem foram plaqueadas 
durante o período indicado, foram ressuspendidas, e 20µL dessa suspensão foi usado para contagem em 
câmara de Neubauer. A contagem foi realizada em triplicata e o azul de Trypan foi usado para detectar as 




Ensaios de migração celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO 
e B16 Δ SOCS-1.  
A fim de avaliarmos a funcionalidade da proteína SOCS-1 e como ela poderia estar 
envolvida nos diversos mecanismos inerentes à migração celular, 5x105 células de cada 
linhagem foram plaqueadas em placas de 6 poços e incubadas 24 horas em estufa a 37°C e 
5% CO2 até atingirem 80% de confluência. Foi utilizada a técnica “monolayer wound 
healing assay”, que consiste de, com o auxílio de uma ponteira de 1000 µL, interromper 
com um “risco” vertical a monocamada de células previamente plaquedas. As células na 
borda desse risco são observadas em 8 locais diferentes por 24 h e medido o preenchimento 
do espaço vazio pela migração gradativa das células. A Figura 10a mostra a imagem 
microscópica do ensaio de migração celular nos tempos 0 horas e 24 horas, e a Figura 10b 
representa graficamente a porcentagem da migração das linhagens celulares. Em ambas as 
figuras podemos evidenciar o tempo de migração celular alterado na linhagem B16 
∆SOCS-1. No tempo 0 horas, todas as células mantém uma distância consideravelmente 
padrão, o que não acontece após 24 horas, conforme a cinética de migração celular das 
linhagens celulares. As migrações das linhagens B16 pLKO de 63%, e B16 wild type de 
75%, não apresentaram diferenças significativas. Porém, quando a proteína SOCS-1 foi 
silenciada, a linhagem celular apresentou 23% de migração celular.  Esse resultado parece 
relacionar a SOCS-1 também a eventos que envolvem o citoesqueleto das células e 
mecanismos de aderência e não aderência que permitem a migração celular. 
 
 Figura 10a: Ensaio de migração (“Monolayer wound healing assay”) celular. 5x105 Células de cada 
linhagem/poço foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. A monolayer foi lavada com PBS 1X e 
riscada com uma ponteira de 1000 µL. Imagens do momento 0 e 24 horas após, foram comparadas e aferidas, 
em 8 diferentes pontos, e transformados em porcentagem média de migração. A taxa de migração das células 
B16∆SOCS-1 foi claramente menor do que as demais linhagens celulares. Dados estatísticos da triplicata 





 Figura 10b: Porcentagem média da migração celular (“Monolayer wound healing assay”): Dados 
quantitativos da migração mostrada na Fig. 9a.. 
Ensaio de invasão celular utilizando transwell – MATRIGEL com as 
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1. 
 
Ensaios de invasão são geralmente realizados a fim de evidenciar a capacidade de 
determinados tumores de invadir a matriz extracelular representada por Matrigel em 
sistema de transwell. As células tumorais devem atravessar a membrana para invadir o 
estroma e estabelecer metástases à distância. Elas fazem isso através da produção de 
proteases que degradam a matriz. Dos vários modelos in vitro, a utilização do Matrigel é a 
mais reprodutível. Em nosso trabalho, as células tumorais foram colocadas na porção 
superior, a qual é separada da porção inferior por uma membrana porosa (transwell) 
revestida com Matrigel. Na parte inferior do transwell utilizamos um quimioatraente, que 
em nosso caso foi o soro fetal bovino a fim de estimular a migração. Após um intervalo, as 
células tumorais foram recuperadas, coradas e contadas com a superfície inferior da 
membrana, tendo em mãos o perfil de células que foram capazes de invasão. 
Assim, 5x103 células de cada linhagem foram plaqueadas em placas contendo 
transwell Matrigel e SFB na base da placa e deixadas a 37°C com 5% de CO2 durante 24 
horas. As células que ultrapassaram o transwell em direção ao SFB são consideradas 
células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. A membrana ao final do experimento 
foi corado por GIEMSA e as células contadas em microscópio óptico 100X em cinco 
diferentes campos, em triplicata. A figura 11 representa a porcentagem de células que 
invadiram a matriz. Como podemos observar, as linhagens B16 pLKO e B16 wild type 
possuem um alto potencial de invasão e assim conseguiram invadir a matriz com eficiência 
de 89.58% e 91.8% respectivamente. Já a linhagem silenciada para o gene da SOCS-1 
invadiu a matriz com densidade de 39.5%, e assim não foi capaz de apresentar o mesmo 
potencial invasivo das linhagens acima, evidenciando que a proteína SOCS-1 está 
envolvida nos mecanismos que permitem a invasão celular. Essa observação pode ser um 
passo importante para o desenvolvimento de uma terapia pontual, na qual a SOCS-1 se 
torna um alvo específico, pois uma vez silenciada, mesmo utilizando recursos de fatores de 
crescimento como Matrigel, as células não foram capazes de invadir os tecidos, diminuindo 
os riscos de metástases. 
 
Figura 11: Ensaio de Invasão utilizando Matrigel transwell: 5x103 Células de cada linhagem foram 
plaqueadas em transwell (MATRIGEL) e SFB na base da placa. As células que ultrapassarem o transwell em 
direção ao SFB são consideradas células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. O produto final do 
experimento (membrana) foi corado por GIEMSA e submetido à contagem em microscópio óptico 100X em 







Ensaio clonogênico das linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ 
SOCS-1. 
 
A técnica do ensaio clonogênico consiste em semear um número reduzido de células 
por placa de modo que cada linhagem fique totalmente isolada das demais, impedindo, 
assim, que ocorra "cross-feeding" (uma célula complementando as carências de outra) e 
"condicionamento do meio" (acúmulo de substâncias secretadas pelas células propiciando o 
crescimento das mesmas). O objetivo é determinar quantas células plaqueadas são capazes 
de crescer e formar colônias macroscópicas. Por ser extremamente crítico (“stringent”), 
esse método é o melhor e o mais rigoroso indicador de viabilidade celular.  
Buscando caracterizar a linhagem silenciada para o gene SOCS-1, 5x103 células de 
cada linhagem foram plaqueadas em meio sólido como descrito em materiais e métodos. A 
Figura 11 revela o número de colônias 30 dias após o plaqueamento das linhagens 
celulares. As células B16 pLKO e B16 wild type não apresentaram diferenças significativas 
quanto o número de colônias, enquanto as células que foram silenciadas para o gene SOCS-
1 não foram capazes de crescer em meio sólido, evidenciando o papel da SOCS-1 no 













Figura 12: Ensaio clonogênico: 5x103 Células de cada linhagem foram plaqueadas em meio de Agarose 1%, diluído em 
RPMI e acrescido de 20% de SFB. Trinta dias após esse plaqueamento avaliamos o efeito do silenciamento de SOCS-1 
comparando com células B16 pLKO e B16 wild type, quanto a formação de colônias visualizadas com microscopia 
óptica. 
Análise morfológica das linhagens B16F10 wild type, B16 pLKO e 
B16 Δ SOCS-1, utilizando DAPI e faloidina. 
 
           O efeito de silenciamento de SOCS-1 foi marcante na morfologia das células tendo o 
núcleo corado com DAPI e o citoesqueleto com faloidina, como descrito em Materiais e 
Métodos. A fim de quantificar as alterações dos núcleos, a área nuclear foi calculada 
respeitando a área de um elipóide, S= pi.d/2.D/2 sendo que d é o diâmetro menor e D o 
diâmetro maior.  
                    A Figura 13a revela a imagem do ensaio de fluorescência, e podemos observar 
que o comportamento nuclear e citosólico de ambas as linhagens B16 pLKO e B16 wild 
type  respeitam um padrão uniforme de organização, ou seja, um diâmetro nuclear de 
aproximadamente 10µm. Na linhagem B16 ∆SOCS-1 pode-se observar um aumento 
significativo da área nuclear que foi calculada (Figura 13b) utilizando a fórmula de area de 
um elipsóide. Quando comparada em valores com as duas linhagens B16 pLKO e B16 wild 
type a linhagem silenciada tinha núcleos com áreas 2x maiores sugerindo um retardo no 
processo de  divisão do material genético (fase S). A área corada com faloidina sugere 








 Figura 13a: Microscopia de fluorescência. Células marcadas com DAPI e faloidina.  2x104 Células das 
três linhagens foram plaqueadas em lamínulas redondas (Fisher Scientific Co., Pittsburgh,  PA) e inseridas em 
placas de 24 poços contendo meio RPMI suplementado com 10% de SFB até atingir a confluência de 80%. 
Após fixação e permeabilização as células foram coradas com faloidina-TRICT na concentração 1:1000 
(Invitrogen) e 1mg/mL de DAPI (Invitrogen) diluído em PBS por 1 hora. A coloração com DAPI (azul) foi 
observada no comprimento de onda de excitação 350 nm e 470 nm. Para faloidina-TRICT (actina vermelha) 
foi usado um filtro de excitação de comprimento de onda 580 nm e emissão 620 nm. A área nuclear das 






Figura 13b: Análise da área nuclear das linhagens celulares: A área nuclear das linhagens celulares foi 
calculada através da fórmula da área de um elipsóide respeitando a equação S= pi.d/2.D/2,  sendo que d é o 
diâmetro menor e D o diâmetro maior. Os dados foram realizados utilizando as imagens fornecidas pela 










Avaliação do ciclo celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e 
B16 Δ SOCS-1 através da citometria de fluxo ( FACS). 
 
O experimento de fluorescência revelou um aumento da área nuclear sugerindo, pois, 
uma alteração no ciclo celular da linhagem B16 ∆SOCS-1. As células das três linhagens 
foram submetidas então à marcação de PI para análise em FACS. Como podemos 
evidenciar na Figura 14, na linhagem silenciada para a proteína SOCS-1, houve um 
prolongamento da fase S (48%), comparado a 17% da linhagem B16 pLKO e da linhagem 
B16 wild type. Esse resultado mostra que SOCS-1 e suas vias de sinalização participam na 
progressão do ciclo celular com implicação direta e nos mecanismos que regem a 
proliferação e o crescimento desordenado das linhagens tumorais.  
 
 
Figura 14: Análise do ciclo celular através da citometria de fluxo: As linhagens de células B16 pLKO, 
B16 wild type e B16 ∆ SOCS-1 foram tratadas com PI e analisadas para determinar o ciclo celular por FACS. 
Os histogramas e as porcentagens revelam as diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2). 
 
Avaliação da expressão de receptores de fatores de crescimento nas 
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 Δ SOCS-1 por citometria de 
fluxo (FACS). 
 
O intuito do presente experimento foi avaliar o efeito do silenciamento da proteína 
SOCS-1 na expressão de receptores de fatores de crescimento indispensáveis para o 
fenótipo de malignidade de uma célula tumoral. Os receptores pesquisados foram: a porção 
α e β do receptor de insulina, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e a sua 
forma ativa fosforilada (p-EGFR) e receptores de fatores de crescimento de fibroblastos 3, 
4 e 5 ( FGFR3, FGFR4 e FGFR5). Como podemos observar na Figura 15, houve uma 
alteração significativa no nível de expressão celular de todos os receptores analisados na 
linhagem B16 ∆SOCS-1 fato este que não foi significativo quando comparadas as 
linhagens B16 pLKO e B16 wild type. A presença da proteína SOCS-1 parece, pois, ser 
essencial para que as células tumorais possam adquirir o seu caráter maligno de maior 
crescimento e proliferação. 
 
Figura 15: Análise da expressão dos receptores dos fatores de crescimento envolvidos no 
desenvolvimento tumoral de melanoma através da análise por citometria de fluxo: 5x104 Células de cada 
linhagem foram tratadas para marcação dos receptores de fatores de crescimento e utilizados anticorpos 
específicos na captura. É mostrada a porcentagem de células positivas expressando tais receptores.  EGFR 
(epidermal growth factor receptor), p-EGFR (EGFR fosforilado), FGFR (fibroblast growth factor receptor) 
Ensaios in vivo 
 
A fim de avaliar o envolvimento da proteína SOCS-1 no modelo de melanoma, as 
linhagens foram testadas in vivo. Como podemos observar na figura 16a, através do desafio 
das linhagens tumorais no modelo subcutâneo e avaliação da curva de crescimento tumoral, 
houve um desenvolvimento tumoral mínimo em animais  desafiados com a linhagem B16 ∆ 
SOCS-1 e nulo até o 17º dia.  
 
Figura 16a. Modelo in vivo de crescimento tumoral das linhagens B16 pLKO, B16 wild type e B16 
∆SOCS-1. 5x104 Células de cada linhagem foram implantadas no dorso dos animais C57/Bl6. Quinze dias 
após o desafio, os camundongos foram acompanhados em dias alternados e seus respectivos volumes 
tumorais foram aferidos. O gráfico representa a média do volume tumoral dos 6 animais utilizados por grupo.. 
O número de camundongos utilizado para este experimento foi de 18 animais no total, sendo que foram 6 
animais para cada uma das 3 diferentes linhagens, B16 wild type,  B16pLKO e B16∆SOCS-1. Não houve 
diferenças estatísticas entre as linhagens B16 pLKO e B16 wild type. Quando comparado a B16 ∆SOCS-1 o 
p<0.05. Dados de três experimentos independentes 
A curva de sobrevida para os animais desafiados com as diferentes linhagens é 
mostrada na Figura 16b. Observa-se um retardo significativo na morte dos animais 
desafiados com a linhagem B16 ∆SOCS-1. Os animais desafiados com a linhagem B16 
pLKO e B16 wild type até o 21° dia estavam todos mortos, enquanto que somente 1 animal 
do grupo desafiado com B16 ∆SOCS-1 estava morto no 23° dia. Os outros 5 animais 
permaneciam vivos, sendo que somente em 2 animais havia a presença de nódulos tumorais 
até o 60° dia de observação. 
Figura 16b. Curva de sobrevida dos animais desafiados com as linhagens B16 pLKO, B16 wild type e 
B16 ∆SOCS-1. 5x104 Células de cada linhagem foram implantadas no dorso dos animais C57/Bl6. Os 
camundongos foram sacrificados quando o volume tumoral atingia 3.000 mm3. O número de camundongos 
utilizados para este experimento foi de 18 animais no total, sendo que foram 6 animais para cada uma das 3 
diferentes linhagens, B16 wild type,  B16pLKO e B16∆SOCS-1. Não houve diferenças estatísticas entre as 
linhagens B16 pLKO e B16 wild type. Já quando comparado a B16 ∆SOCS-1 a diferença foi altamente 
significativa,  p<0.01.  Dados de três experimentos independentes. 
A seguir foi avaliada a capacidade das linhagens tumorais de colonizar os pulmões 
quando injetadas endovenosamente, num modelo metastático. A Figura 16c mostra a 
contagem de nódulos nos pulmões. As linhagens B16 pLKO e B16 wild type colonizaram 
todo o pulmão, atingindo um número incontável de colônias melanóticas  (>300) ao 
contrário da linhagem B16 ∆ SOCS-1 que alcançou somente uma média de 73 












Figura 16c. Contagem de nódulos pulmonares no ensaio metastático: 5x105 Células de todas as linhagens 
foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos camundongos de seis a oito semanas. Quinze dias 
após esse desafio, os camundongos foram sacrificados para contagem de nódulos pulmonares. O número de 
camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais no total, sendo 6 animais de 3 diferentes 
grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 ∆ SOCS-1. p<0.05. Dados de três experimentos independentes. 
No ensaio metastático in vivo podemos observar que as linhagens B16 pLKO e B16 
wild type colonizaram eficientemente os pulmões. Uma vez silenciada a proteína SOCS-1, 
a linhagem B16 ∆ SOCS-1 foi capaz de se instalar nos pulmões, mas com eficiência muito 
menor comparado às outras linhagens. Esse resultado sugere que a proteína SOCS-1 está 
realmente associada não somente aos fatores inerentes da invasão, mas a outros que 
dificultam a sua proliferação e expansão sendo, pois, mais facilmente destruídas pelo 
sistema imunológico.  
 
Figura 16d. Imagem dos nódulos melanóticos pulmonares no ensaio metastático: 5x105 Células de todas 
as linhagens foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos camundongos de seis a oito semanas. 
Quinze dias após esse desafio, os camundongos foram sacrificados para a pesagem dos pulmões com nódulos 
metastáticos (incontáveis).  O número de camundongos utilizados para este experimento foi de 15 animais no 
total, sendo 5 animais de 3 diferentes grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 ∆ SOCS-1. p<0.05. Dados de 
três experimentos independentes. 
A quantificação das metástases nos pulmões dos três grupos dos animais desafiados 
com as linhagens tumorais B16 pLKO, B16 wild type e B16 ∆SOCS-1 foi feita por 
pesagem dos órgãos tendo em vista que os nódulos melanóticos nos dois primeiros grupos 
eram em número incontável. Os pulmões foram secos e pesados. A média do peso dos 
pulmões dos animais de cada grupo pode ser visualizada na Figura 16e. Como podemos 
observar, o peso dos pulmões dos animais desafiados com as linhagens B16 pLKO e B16 
wild type foi três vezes maior quando comparado com os animais controle (os quais não 
foram desafiados) e os animais desafiados com a linhagem B16 ∆SOCS-1. 
Figura 16e. Peso dos pulmões após o ensaio metastático: Os animais que foram desafiados para o ensaio 
metastático tiveram os seus pulmões retirados e pesados, após quinze dias. O número de camundongos 
utilizados para este experimento foi de 15 animais no total, sendo 5 animais em 3 diferentes grupos, B16 wild 







                                                     
    Discussão 
Os estudos envolvendo moléculas sinalizadoras têm tido um crescimento 
exponencial na comunidade científica. Isto porque estas moléculas não só regulam 
alterações pontuais em nível celular, mas são capazes de influenciar uma série de outras 
modificações dependendo do contexto estudado. Hoje muito se tem comentado que as 
células tumorais estão organizadas de forma hierárquica, similar a tecidos normais, uma 
teoria que inclui a noção de células-tronco tumorais (Cancer Stem Cells- CSC). Estas 
células apresentam um perfil altamente resistente aos diversos mecanismos quimioterápicos 
e na maioria das vezes são responsáveis pela recidiva tumoral e formação de metástases. 
Essa teoria é atraente para os pesquisadores e médicos, porque a CSC é o mecanismo 
central para o entendimento da biologia dos tumores e possíveis terapias do câncer. A 
descoberta de marcadores específicos de CSCs nos diversos tipos de câncer é 
particularmente importante.  
Gostaríamos de enfatizar que o entendimento das diversas vias de sinalização 
podem conduzir a uma nova terapia com avanços cruciais na compreensão da biologia 
celular e molecular dos tumores, e eventualmente com resultados mais eficazes. Apesar das 
melhorias no tratamento médico e cirúrgico, as taxas de sobrevida dos pacientes 
permanecem estáveis, em aproximadamente 15%, o que estimula a introdução de 
estratégias inovadoras que possam contribuir para melhorar os resultados atuais incluindo 
os relacionados ao melanoma maligno (Kitamura et al., 2009). 
 O envolvimento de proteínas da família dos Supressores da sinalização de citocinas 
(SOCS), em especial SOCS-1 é uma linha promissora de estudos na qual o silenciamento 
da expressão é efetivo. Há evidências de que o silenciamento de SOCS leve ao aumento da 
maturação e atividade imunológica de células dendríticas em resposta a determinados 
agentes (Shen et al., 2004), modulação mecânica de células da musculatura lisa (Dangers et 
al., 2010) aumento da atividade antiproliferativa mediada pelos interferons em células 
tumorais (Takahashi et al., 2008), envolvimento em metástases para o cérebro (Huang et 
al., 2008), ativação das vias das caspases em células beta-pancreáticas (Zaitseva et al., 
2009), entre outros efeitos. 
A escolha de uma célula tumoral justifica-se, tendo em vista que se o sistema de 
silenciamento gênico afetasse a primeira geração de células com a construção do shRNAi, 
uma biblioteca específica dessa linhagem seria estabelecida. Uma vez criada essa linhagem, 
poderíamos estudar com mais eficiência os efeitos do silenciamento de um determinado 
mediador.   
Para realizar os experimentos de expressão dos transcritos de SOCS-1 e produto 
final protéico SOCS-1, utilizamos como base o trabalho publicado por Li et al. (2004), na 
qual os autores demonstraram, utilizando linhagens de melanoma, que os transcritos de 
SOCS-1 eram passíveis de detecção tanto em linhagem normal de melanócitos quanto em 
linhagens transformadas. Porém, a expressão protéica SOCS-1 só era detectada na 
linhagem de células transformadas. Além disso, os pesquisadores traçaram uma correlação 
entre o aumento da expressão de SOCS-1 em células de melanoma com o aumento do 
potencial invasivo, seguindo o modelo de Clark, ou seja, quanto maior o nível Clark de 
malignidade era presente (Clark IV e V), maior era a expressão de SOCS-1 nas amostras in 
vivo e in situ. Foi a partir desses dados de expressão aumentada de SOCS-1 em células 
transformadas que tomamos como base para a realização de nosso trabalho. Uma vez que 
poderíamos avaliar o efeito de uma proteína específica de alta expressão em nosso modelo 
de células tumorais, tornou-se possível caracterizar os eventos inerentes ao 
desenvolvimento e progressão tumoral, em função do silenciamento dessa proteína. A 
caracterização de SOCS-1 não tinha sido feita previamente em células de melanoma 
B16F10-Nex2.   Dessa forma foi construído o sistema de silenciamento gênico permanente 
shRNAi, baseado em sistema de lentivírus para o silenciamento de SOCS-1.  
O primeiro passo foi caracterizar os níveis de expressão tanto do fator mensagem 
como fator proteína, e por isso metodologias de busca para análise do transcrito e proteínas 
foi utilizado. O Real Time PCR (PCR em tempo real) seguido do Western Blotting foram 
ferramentas essenciais para mostrar que a linhagem em questão, B16 ∆ SOCS-1 
apresentava um silenciamento tanto no fator mensagem (mRNA) quanto no produto final 
(SOCS-1). Como é mostrado na Figura 1, a fim de interpretarmos o resultado do 
silenciamento via mensagem, foi necessário assumir como base a expressão relativa do 
controle de células B17F10-Nex2 originais, ou B16 wild-type (mostrado nas barras pretas 
do gráfico) e assim, quando obtivéssemos a expressão do mRNA da linhagem B16 pLKO e 
B16 ∆ SOCS-1 (barras brancas), poderíamos utilizar essa razão para expressão do nível de 
silenciamento. A normalização é um evento essencial, pois é através da expressão de um 
gene conhecido que avaliamos se a concentração de RNA total foi a mesma para todas as 
amostras. O produto final também foi avaliado, como mostra a Figura 2, através do 
resultado do Western blotting. A proteína SOCS-1 é uma proteína da família SOCS, com 
massa molecular de 25 kDa. A a linhagem que visava o silenciamento da proteína, B16 
∆SOCS-1, confirmou uma redução de expressão de 83% condizente com o objetivo 
primário desse trabalho.  
A curva de crescimento para determinados ensaios celulares representa um modelo 
empírico da evolução de uma quantidade inicial de células que serão acompanhadas ao 
longo do tempo, simulando as condições de um modelo tumoral real. Vários trabalhos 
utilizam a cinética de crescimento para caracterizar eventos pontuais referentes aos seus 
modelos. Dentre alguns ensaios podemos citar a utilização da curva de crescimento em 
ensaios de viabilidade celular frente a drogas para tratamento de tumores de próstata 
(Muindi et al., 2010), efeito do crescimento epitelial córneo (Borderie et al., 2010), efeito 
antitumoral de vacinas recombinantes IL-12 (Yin et al., 2010), fatores de crescimento 
associados a hepatite C (Marín-Serrano et al., 2010), mutações de genes que causam 
displasias (Liu et al., 2010) e efeito do crescimento celular após o silenciamento gênico na 
progressão de tumores de mama (Lo et al., 2010). A aplicação desse modelo experimental 
em nosso estudo de células tumorais foi modificado por Sogayar et al. (2002) e é um dos 
principais indícios de avaliação do comportamento celular perante as taxas de crescimento 
e progressão tumoral. Diferentes células tumorais são dotadas de taxas de crescimento mais 
acelerado do que células normais, pois não possuem um sistema de checkpoints funcional, 
o que evidencia, entre outros fatores, o crescimento exponencial e a quebra do equilíbrio 
dentro de um sistema celular. Em nossa linhagem tumoral B16 ∆SOCS-1 até o período de 
48 horas, houve o acompanhamento do crescimento juntamente com as demais linhagens, 
ambas B16 pLKO e B16 wild type. Após esse período, houve uma redução da cinética de 
crescimento dessa linhagem, e este fato foi acompanhado até o tempo de 120 horas. Esta 
redução no crescimento não estava associada a morte celular, pois o azul de Trypan foi 
utilizado durante a contagem e não ocorreu morte significativa. Uma vez que as células 
silenciadas para SOCS-1 não se comportavam com a mesma cinética de crescimento das 
demais linhagens, partimos para experimentos que nos revelassem se essas células tinham a 
capacidade de migrar, ou seja, começamos a caracterizar fatos inerentes ao 
desenvolvimento e potencial maligno da célula tumoral. 
O processo de migração celular desempenha um papel essencial em uma ampla 
variedade de fenômenos biológicos e esta envolvida em situações de normalidade, bem 
como eventos patológicos. A migração celular é essencial na embriogênese e em processos 
homeostáticos, como a resposta imune e reparação de tecidos lesados. Os processos 
patológicos em que a migração pode contribuir incluem doença vascular, doenças 
inflamatórias e metástase de tumores. O desenvolvimento do tumor é acompanhado da 
formação de vasos sanguíneos que decorrem da proliferação e migração de células 
endoteliais. Ensaios que visam avaliar o comportamento migratório celular após o processo 
de silenciamento de determinados genes tem sido freqüentemente explorado. Gu et al. 
(2010) avaliou a migração de células da musculatura uterina após o silenciar o gene que 
codifica a caponina1. Valster et al. (2005) avaliou o comportamento de linhagens de 
glioblastomas após silenciar genes que codificam proteínas Rho, através de um ensaio 
denominado “Monolayer wound healing assay”. No presente trabalho, o efeito do 
silenciamento de SOCS-1 afetou diretamente o processo de migração das células de 
melanoma. Determinamos um retardo na migração celular utilizando o mesmo método.  A 
migração celular em determinados substratos depende de um conjunto de funções que 
envolvem o citoesqueleto e moléculas de superfície, alternando adesão, contração e 
extensão. Parece claro, portanto, que as vias de sinalização de SOCS-1 de alguma forma 
interferem no processo. A inibição da migração induzida pelo silenciamento dessa proteína 
e o retardo do crescimento celular fazem dessa proteína um alvo a ser explorado para o 
controle tumoral. 
Os resultados anteriores indicavam que o silenciamento de SOCS-1 teria igualmente 
uma repercussão no potencial invasivo e malignidade das células de melanoma.  Foi 
escolhido então o ensaio de invasão em Matrigel® para avaliar essa propriedade das células 
tumorais silenciadas.  Matrigel é o nome comercial de uma mistura protéica gelatinosa 
secretada por células do sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), distribuído pela 
BD Biosciences. Dentre os seus componentes, encontramos laminina-1, colágeno tipo IV, e 
outras proteínas da matriz extracelular, os quais contribuem com sinais angiogênicos e de 
promoção do crescimento e invasão (Kawaguchi et al., 1998). Estudos demonstraram que 
Matrigel® levou à diferenciação celular, induziu a angiogênese e permitiu a organização 
tecidual. As múltiplas respostas observadas em células utilizando Matrigel® são bem 
compreendidas e envolvem uma variedade de mecanismos. Uma vez associadas a esse 
substrato as células tornam-se polarizadas, em contraste com seu comportamento nas 
condições de cultura convencional, pois esta técnica fornece uma membrana basal repleta 
de fatores angiogênicos e fatores de crescimento, que são liberados por proteases 
produzidas pelas próprias células tumorais. Certos peptídeos a partir de seqüências de 
laminina-1 têm demonstrado aumentar a angiogênese, atividade de proteases, o crescimento 
do tumor e metástases. No presente trabalho, mostramos uma vez mais, que o silenciamento 
para SOCS-1, torna a linhagem da célula tumoral muito menos invasiva.  Podem estar 
afetados processos de aderência e reconhecimento da matriz extracelular bem como 
enzimas hidrolíticas indispensáveis na invasão.  
Os dados obtidos no modelo metastático do melanoma murino confirmam a baixa 
capacidade invasiva das células tumorais silenciadas para SOCS-1 em diferença marcante 
com as outras linhagens ensaiadas. Como o processo metastático ou de colonização 
pulmonar é complexo envolvendo etapas de embolização, invasão da matriz e do 
parênquima, formação de colônias, angiogênese e aumento da massa tumoral, a inibição de 
SOCS-1 pode ter efeitos diversos resultando na baixa eficiência da colonização pulmonar.  
No presente estudamos um dos aspectos de implantação e formação de colônias das células 
tumorais usando um ensaio clonogênico.  
Avaliamos a capacidade das células tumorais de formar colônias in vitro quando 
adicionadas em baixa densidade ou colocadas de maneira isolada uma das outras. Esse 
ensaio de sobrevivência celular é baseado na habilidade de uma única célula conseguir 
proliferar para formar uma colônia. Uma vez que essas células estão isoladas das demais 
não ocorre um "cross-feeding", ou seja, uma célula complementando as carências de outra e 
um "condicionamento do meio”, acúmulo de substâncias secretadas pelas células 
propiciando o crescimento células vizinhas. O crescimento de células tumorais em ensaios 
clonogênicos e os efeitos de agentes antineoplásicos sobre células tumorais foram avaliados 
como fatores preditivos. Os resultados destes ensaios mostraram que o crescimento em 
colônias estava associado com pior prognóstico e resistência às drogas. Ao longo do tempo, 
as pesquisas contribuíram para o aperfeiçoamento de técnicas que permitem o isolamento e 
a classificação molecular de células tumorais e assim, hoje, o ensaio clonogênico é uma 
importante ferramenta para definir um alvo terapêutico. Aqui, nós demonstramos como o 
silenciamento pontual de um gene que codifica uma proteína envolvida na sinalização 
celular foi capaz de reverter o perfil maligno característico de uma linhagem tumoral, 
abrindo a possibilidade de uma intervenção específica com agentes anticancerígenos 
experimentais (Chumsri et al., 2007). O ensaio clonogênico é capaz ainda de informar 
sobre a resistência das células tumorais ao anoikis, ou seja, para que ocorra um processo 
metastático é necessário que células transformadas não respeitem mais os limites da 
ancoragem ao substrato e de adesão célula-célula. Sob condições normais, as células 
epiteliais que romperam esse mecanismo de ancoragem sofrem um processo de apoptose. 
Células metastáticas são resistentes aos mecanismos de anoikis e por isso apresentam esse 
perfil tão adaptativo.  Nos ensaios clonogênicos do presente trabalho, a linhagem silenciada 
para proteína SOCS-1, B16 ∆ SOCS-1 não teve, ao contrário das outras linhagens, a 
capacidade de formar colônias quando isoladas, evidenciando a importância dessa proteína 
no processo de viabilidade celular, reprodução, resistência à apoptose e caráter invasivo. 
Muitos estudos demonstram que moduladores apoptóticos cruciais estão desregulados em 
metástases. Essa desregulação é ativada por diversos mecanismos, dentre eles: ativação de 
vias de sobrevivência, por exemplo, PI3 quinase-Akt (Liotta e Kohn, 2004), superexpressão 
de metaloproteinases de matriz, as quais afetam a expressão de receptores de morte 
(Mehlen e Puisieux, 2006), liberação de fatores de crescimento e condição da matriz 
extracelular para a invasão (Towson, Naumov e Chambers, 2003), superexpressão de 
proteínas anti-apoptóticas tais como BCL-2 e BCL-XL ou quinase de adesão focal (FAK) e 
inativação de p53 (Douma et al., 2004). A importância do mecanismo de resistência ao 
anoikis em células metastáticas foi demonstrada em estudos experimentais pela 
identificação funcional de moléculas supressoras de anoikis, os quais identificaram o 
receptor neutrofílico TrkB como mediador chave. Células do epitélio intestinal de ratos 
sensíveis ao anoikis foram transfectadas com TrkB, tornando-se altamente tumorigênicas e 
metastáticas (Geiser e Peeper, 2005). O gene do TrkB é por exemplo, freqüentemente 
superexpressos em tumores de cólon (Bardelli, Parsons e Silliman, 2003).  
Ao longo de nossos estudos, o tamanho das células da linhagem B16 ∆SOCS-1 se 
diferenciava das demais linhagens, mostrando dimensões maiores, particularmente os 
núcleos. Usando microscopia de fluorescência com DAPI e o citoesqueleto corado com 
faloidina, observamos um aumento nuclear duas vezes maior comparando as áreas com as 
outras duas linhagens celulares. Essa alteração morfológica evidenciou indiretamente que o 
silenciamento de SOCS-1 alterou a cinética do ciclo celular retardando a divisão entre o 
final da fase G1 e fase S. Em comparação às linhagens B16 pLKO e B16 wild type estudos 
de citometria de fluxo mostraram que na linhagem B16 ∆SOCS-1, ocorria um retardo do 
ciclo celular na fase S, condizente com os dados de microscopia de fluorescência e aumento 
da área nuclear. Não existe relato prévio descrevendo a participação das moléculas de 
SOCS-1 no ciclo celular de células tumorais.  
Para melhor caracterizar o envolvimento da proteína SOCS-1 no contexto de 
malignidade das linhagens tumorais e o papel intrínseco entre as vias de sinalização e a 
promoção da progressão tumoral focalizamos nossa atenção na expressão de receptores de 
fatores de crescimento, certamente envolvidos no crescimento das células tumorais. A 
inibição de vias de EGFR nas células tumorais já é uma estratégia que visa interromper a 
progressão do ciclo celular, apoptose e processos angiogênicos (Herbst e Shin, 2002). 
Numerosos bloqueadores de EGFR têm sido investigados, e alguns deles já estão sendo 
usados clinicamente, incluindo anticorpos monoclonais anti-EGFR, inibidores da tirosina 
quinase (TKIs), ligantes de conjugados, imunoconjugados e oligonucleotídeos antisense 
(Flynn et al., 2009).  No caso das células tumorais silenciadas para SOCS-1 a menor 
expressão de vários receptores de fatores de crescimento é condizente com sua menor 
capacidade proliferativa aumentando-se o tempo de incubação in vitro, e o menor potencial 
de colonização in vivo. Ocorreu, entre outras reduções na expressão de receptores a de 
fosfo-EGFR que está associado a processos metastáticos. A via da fosfoinositidio-3-quinase 
(PI3K)/Akt que opera “downstream” ao EGFR e HER2  está envolvida na migração celular 
e sobrevivência. EGFR e HER2 estão expressos em células tumorais circulantes em 44% e 
63% de pacientes com câncer de mama metastático (Sharma et al., 2008) e fosfo-EGFR em 
86% de pacientes com metástases EGFR-positivas.  
O uso do RNAi para o tratamento do câncer pode ser visualizado como uma 
alternativa revolucionária para o tratamento desta doença devastadora. Os desafios que 
envolvem a busca da “nova cura” para os tumores não são diferentes dos enfrentados por 
outras doenças, e incluem as etapas de identificar bons alvos, entrega e menor toxicidade. 
Metas oncológicas crescem a cada dia na comunidade científica. Um dos trabalhos 
significativos até agora empregando RNAi para tratamento de tumores é o de Hu-
Lieskovan et al. (2005) que utilizou nanopartículas contendo transferrina  visando sarcoma 
de Ewing em um modelo animal. Este estudo demonstrou a viabilidade da utilização de 
nanopartículas não lipídicas para “delivery” dos siRNAs em um modelo de câncer, e é uma 
prova da utilidade de siRNAs no tratamento de tumores metastáticos. O RNAi é uma nova 
ferramenta que pode se tornar um meio potente para regular diversas respostas inerentes à 
célula tumoral tais como diferenciação, desenvolvimento, progressão e supressão de 















 O sistema de RNA de interferência (shRNAi) auxiliou na promoção do 
desenvolvimento da linhagem silenciada para a proteína SOCS-1 
O silenciamento da proteína SOCS-1 forneceu forte evidência do seu papel 
intracelular em uma célula tumoral, implicando em efeitos básicos no desenvolvimento e 
progressão tumoral, migração, invasão, capacidade de formar colônias, regulação do ciclo 
celular e deficiência na expressão de receptores de fatores de crescimento, finalizando com 
a reversão da malignidade num modelo metastático in vivo. 
SOCS-1 em modelo de melanoma apresenta-se como um alvo para 
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